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Este  estudio  fué  realizado  en  el  marco  del  acuerdo  Universidad  “ Pierre  et  Marie  Curie”  - Paris  VI  y Univer- 
sidad de  Buenos  Aires. 

RESUMEN 

Se  presenta  la  experiencia  de  cinco  centros  de  diagnóstico  de  la  enfermedad  de  Hodgkin  en  la 
infancia  de  Argentina,  Uruguay  y Paraguay  en  los  que  se  confirma  la  hipótesis  de  la  presencia  de 
formas  infantiles  de  la  enfermedad  asociadas  a una  pobre  situación  socio-económica  del  medio 
de  donde  proceden  los  casos  y de  formas  histológicas  de  mal  pronóstico  en  las  edades  infantiles, 
conformando  un  pico  de  frecuencia  del  linfoma  no  existente  en  los  países  occidentales  de  Europa 
o en  los  Estados  Unidos  de  América.  Se  valoran  las  hipótesis  etiológicas  de  la  bibliografía,  no 
confirmadas  hasta  la  fecha,  correlacionando  esta  presencia  infantil  de  la  enfermedad,  como  hipó- 
tesis transitoria  con  la  inmunodefíciencia  ligada  a factores  del  medio  y asimismo  la  accesoria 
infección  por  Virus  de  Epstein-Barr,  como  sucede  en  otros  procesos  linfoproliferativos. 
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ABSTRACT 

Correlation  between  Hodgkirfs  lymphoma  in  children  and  bad  regional  socioeconomical  status. 

We  show  the  experience  of  five  diagnostic  centers  of  Hodgkin‘s  lymphoma  in  children  írom 
Argentina,  Uruguay  and  Paraguay,  where  we  conñrm  the  hypothesis  about  the  presence  of  infantile 
cases  ot  the  disease,  correlated  to  a poor  economical  background  of  the  children,  always  associate 
with  histologycal  types  of  bad  prognosis.  These  cases  perform  an  infantile  peak  in  South  american 
countries,  not  seen  in  Europe  or  USA.  The  bibliographic  review  of  etiological  hypothesis  do  not 
have  consistency.  We  think,  that  the  immunodeficience  mediated  by  factors  of  the  environment 
and  the  accesory  infection  by  the  virus  Epstein-Barr,  as  we  can  see  in  others  lymphoproliferative 
diseases,  are  the  only  subjects  to  built  a transitory  hypothesis. 

Key  words:  Hodgkin‘s  lymphoma,  children,  socioeconomical  status,  immunodeficiency,  EBV 
infection. 

Palabras  claves:  Linfoma  de  Hodgkin,  niños,  situación  socioeconómica,  deficiencia  inmune,  in- 
fección por  EBV. 

INTRODUCCIÓN 

En  ocasión  de  una  reunión  internacional  sobre  la  epidemiología  de  los  tumores  linforeticulares 
( 1 ) tuve  oportunidad  de  exponer  las  frecuencias  de  los  linfomas  de  Hodgkin  y no  Hodgkin  en 
Argentina,  destacándose  en  el  conjunto  de  datos  la  presencia  de  un  destacado  número  de  casos  de 
linfoma  de  Hodgkin  en  la  infancia.  El  material  aportado  por  el  suscripto  en  la  oportunidad  perte- 
necía a cinco  centros  de  Oncología  y Hematología,  cuatro  de  los  cuales  eran  de  la  ciudad  de 
Buenos  Aires  ( Instituto  de  Investigaciones  Hematológicas  de  la  Academia  Nacional  de  Medicina 
de  Buenos  Aires,  CEMIC  (Centro  de  Estudios  Médicos  y de  Investigaciones  Clínicas),  Hospital 
de  niños  Ricardo  Gutiérrez  e Instituto  Municipal  de  Hematología)  en  tanto  el  restante.  Registro 
General  de  Patología  del  Ministerio  de  Salud  de  la  Nación  agrupaba  a todos  los  hospitales  del 
interior  del  país  y de  áreas  rurales,  que  carecían  de  patólogo.  Fue  llamativa  la  diferencia  en  las 
edades  infantiles  del  Linfoma  de  Hodgkin  en  este  último  centro  identificado  como  Centro  N°  4 en 
la  tabla  siguiente,  teniendo  en  cuenta  que  el  total  de  casos  del  resto  de  los  centros  era  de  347  casos 
para  todas  las  edades,  en  tanto  el  Centro  N°  4 sumaba  solamente  164  casos.  La  relación  masculi- 
na/femenina era  alta  para  el  primer  término. 
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Tabla  1.  Distribución  de  los  casos  de  Enfermedad  de  Hodgkin  en  4 centros  de  la  población  de 
Buenos  Aires  comparada  con  el  Centro  N°  4 el  cual  recoge  datos  de  áreas  rurales. 


: 

Edad 
! (años) 

Masculino 

Femenino 

Otros 

centros 

Centro  N°4 

Otros 

centros 

Centro  N°4 

0-4 

2 

8 

2 

5-9 

9 

7 

1 

2 

10-14 

10 

9 

6 

5 

15-19 

11 

6 

14 

6 

20-24 

17 

7 

24 

7 

25-29 

25 

4 

12 

10 

30-34 

26 

11 

10 

6 

35-39 

25 

2 

17 

3 

40-44 

17 

5 

5 

4 

45-49 

19 

3 

7 

3 

50-54 

23 

6 

8 

4 

55-59 

17 

7 

5 

4 

60-64 

9 

9 

6 

3 

>_  65 

11 

18 

9 

5 

Tota! 

221 

«M.  ■ 

102 

126 

62 

Estos  hallazgos  estaban  asociados  a tipos  histológicos  de  mal  pronóstico  en  los  niños  afecta- 
dos. 


Tabla  2.  Subtipos  histológicos  (%)  de  Linfoma  de  Hodgkin. 


f"  - 

Centro 

Esclerosis 

Predominio  1 Cetu  laudad 

^ 

Deplecidn 



Numero  de 

Nodular 

linfocitario 

mixta 

Imfocitaria 

casos 

N°  1 

38 

38 

23 

1 

68 

N°  2 

27 

16 

45 

12 

180 

N°  3 

13 

13 

38 

36 

62 

1ST4 

u 

21 

62 

10 

164 

La  proporción  de  la  variedad  esclerosis  nodular  es  menor  en  el  centro  N°  4 que  en  los  otros 
centros. 

En  la  misma  reunión,  el  Dr.  Pelayo  Correa  de  Colombia,  presentó  una  comunicación  personal 
con  semejantes  hallazgos  (2). 
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Tabla  3.  Distribución  de  los  casos  de  Enfermedad  de  Hodgkin  en  Colombia  (Bogotá  + Cali)  y 
subtipos  histológicos. 


j H D-  COLOMBIA  (BOGOTA-CAL1) 


EDAD 

NS 

LP 

ML 

LD 

TOTAL 

MASC 

FEM 

MASC 

FEM. 

MASC. 

FEM. 

MASC. 

FEM. 

0-4 

1 

0 

2 

0 

10 

1 

2 

0 

16 

5-9 

4 

0 

3 

2 

31 

4 

4 

0 

48 

10-14 

3 

3 

4 

2 

13 

2 

4 

1 

32 

i 1 5-24 

5 

2 

15 

3 

21 

10 

5 

6 

67 

i 25-34 

9 

1 

8 

1 

14 

5 

1 

2 

41 

35-44 

2 

2 

5 

0 

14 

3 

2 

1 

29 

i 45-54 

2 

1 

2 

2 

7 

4 

4 

1 

23 

55-64 

4 

1 

3 

3 

4 

3 

4 

0 

22 

65  y + 

0 

1 

2 

1 

1 

5 

2 

0 

12 

30 

11 

44 

14 

115 

37 

28 

11 

Varios  países  tropicales  y subtropicales  mostraron  la  misma  tendencia  como  se  refleja  en  la 
tabla  siguiente  de  la  antes  mencionada  reunión  (3). 

Tabla  4.  Análisis  de  frecuencias  de  tumores  linforeticulares  (UICC,  1971). 


País 

Total  de 

Liníosarcoma 

Linfoma  oe  Hodgkin 

; 

i 

i 

% entre 

Lmfomas 

% 

M/F 

% antes20 

% 

M/F 

% entre  20 

% 

M/F 

20 

I AFRICA 

1 

¡ Lgipto 

166 

34 

2 

15 

37 

4 

52 

28 

2 

6 

Nigeria 

1078 

52 

13 

13 

Senegal 

228 

42 

1.3 

36 

17 

3.5 

27 

33 

1 

29 

AMERICA 

Brasil-  Recree 

150 

29 

52 

33 

6 

Brasil-S  Paulo 

905 

19 

2.1 

29 

42 

2.5 

28 

35 

1.4 

20 

Colomb»a-Cali 

171 

39 

1.4 

29 

37 

1.9 

27 

13 

1 

20 

Costa  Rica 

134 

36 

2.4 

53 

37 

3.1 

31 

14 

f4 

21 

Chile-Concepción 

183 

40 

1,2 

40 

33 

2.8 

20 

25 

1.6 

20 

J Méjico 

380 

35 

2.1 

11 

41 

3,5 

11 

24 

1.5 

11 

Perú-TrujiHo 

83 

46 

2,4 

24 

31 

2.7 

27 

12 

0.7 

0 

Puerto  Rico 

1620 

25 

1.9 

23 

36 

2.1 

27 

13 

1.4 

18 

! ASIA 

¡ India 

162 

53 

2.9 

30 

33 

3.1 

31 

14 

4,5 

14 

i Jaoón 

281 

26 

15 

52 

Sirgapur 



377 

33 

1.9 

20 ; 2.8 

36 

1.9 

OCEANIA 

Papua-Nueva 

Guinea 

109 

61 

16 

i 

* Incluye  linfoma  de  Burkitt.  Nigeria  345  casos,  Senegal  30  casos,  Singapur  10  casos,  Papua  y 
Nueva  Guinea  34  casos. 

**  Hospital  de  niños. 

En  1978,  el  Dr.  Ely  Chaves  (4),  publica  un  volumen  con  detalladas  observaciones  que  confir- 
man las  anteriores  citas,  evidentes  en  las  tablas  de  las  páginas  10  y 12  de  la  publicación. 
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Tabla  5.  Distribución  de  tumores  malignos  en  niños  de  acuerdo  a sexo  y tipo  histológico. 


Diagnóstico 

anatomopatológico 

Codificación  oncológica 

N°  de  casos 

Total 

% 

Topográfica 

Morfológica 

Mase. 

Fcm. 

LEUCEMIAS 

169 

9803 

67 

48 

115 

35,49 

TUMORES  DE  ORIGEN  NERVIOSO 

(centrales  y periféricos) 

18,18 

Retinoblastoma 

1909 

9513 

15 

12 

27 

8,33 

Neuroblastoma 

1940 

9503 

9 

5 

14 

4,32 

Astrocitoma 

1910 

9403 

4 

3 

7 

2,16 

Meduloblastoma 

1916 

9473 

3 

3 

6 

1,85 

Neurob.  Olfatorio 

1600 

9523 

2 

0 

2 

0,61 

Ependimoma 

1910 

9393 

1 

1 

2 

0,61 

LINFOMAS  MALIGNOS 

13,26 

Linfoma  de  Hodgkin 

13 

7 

20 

6,17 

Linfoma  no  Hodgkin 

11 

5 

16 

4,93 

Linfoma  de  Burkitt 

4 

3 

7 

2,16 

TUMORES  OSEOS 

170 

9,55 

Sarc.  Osteogénico 

9183 

14 

8 

22 

6,79 

Sarc.  De  Edwing 

9263 

4 

3 

7 

2,16 

Condrosarcoma 

9223 

0 

1 

1 

0,3 

Fibrosarcoma 

8823 

1 

0 

1 

0,3 

TUMOR  DE  WILMS 

1890 

8963 

13 

8 

21 

6,48 

TUMORES  DEL  APARATO 

GENITO-URINARIO 

5,8 

Sa.  Botrioide  de  vejiga 

1889 

8313 

3 

2 

5 

1,54 

Sa.  Cordón  espermático 

1871 

8903 

3 

0 

3 

0,92 

Carcinoma  embrionario  de  testículo 

1869 

9073 

2 

0 

2 

0,61 

Disgerminoma  de  ovario 

1830 

9063 

0 

2 

2 

0,61 

Teratoma  inmaduro  de  ovario 

1830 

9083 

0 

3 

3 

0,92 

Sa.  Botrioide  de  cuello  uterino 

1809 

8313 

0 

1 

1 

0,3 

Sa.  Botrioide  de  vagina 

1840 

8313 

0 

1 

1 

0,3 

Sa.  De  próstata 

1859 

8903 

1 

0 

1 

0,3 

Ca.  Células  Claras 

1890 

8313 

1 

0 

1 

0,3 

SARCOMAS  DE  PARTES  BLANDAS 

3.67 

Rabdomiosarcoma 

8903 

3 

1 

4 

1,23 

Hemangiosarcoma 

9123 

1 

2 

3 

0,92 

Hemangioendotelioma 

9133 

0 

1 

1 

0.3 

Sa.  Diferenciado 

8803 

0 

1 

1 

0,3 

Leiomiosarcoma 

8893 

3 

0 

3 

0.92 

CARCINOMA  DE  PIEL 

173 

3,07 

Carcinoma  epidernioide 

8073 

3 

1 

4 

1,23 

Carcinoma  basocelular 

8093 

1 

2 

3 

0,92 

HISTIOCITOSIS  MALIGNA 

9803 

3 

0 

3 

0.92 

SARCOMA  BOTRIODE  DE  OIDO  MEDIO 

1601 

8913 

2 

0 

2 

0,61 

CARCINOMA  DE  TIROIDES 

1930 

8343 

2 

0 

2 

0,61 

MELANOMA  MALIGNO  DE  COROIDE 

1900 

8723 

0 

2 

2 

0,61 

TERATOMA  MALIGNO  SACROCOCCIGEO 

1738 

9083 

1 

0 

1 

0,3 

CARCINOMA  DE  SUPRARRENAL 

1940 

8013 

1 

0 

1 

0,3 

CA.  CEL.  NO-BETA  DE  PANCREAS 

1579 

8143 

1 

0 

1 

0,3 

RABDOMIOSA.  CAVIDAD  NASAL 

1600 

8903 

1 

0 

1 

0,3 

MESOTELIOMA  MALIGNO 

1630 

9053 

0 

1 

1 

0,3 
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labia  6.  Distribución  de  tumores  malignos  en  grupos  pediátricos  por  quinquenios  (neoplasias 
más  frecuentes). 


0-4  años 

5-9  años 

10-14  años 

Leucemias 

Retinoblastoma 

Neurobíastoma 

Tumor  de  Wilms 

Sarcoma  botrioide 

Tumores  del  S.N.C. 

Ca.  Embrionario  de 
testículo 

1 

Leucemias 

Linfomas  malignos 

Linfoma  de  Hodgkin 

Linfoma  no  Hodgkin 

Tu.  de  Burkitt 

Sarcoma  de  Edwing 
Sarcomas  de  partes 
biandas 

Linfomas  malignos 

Hodgkin 

Linfoma  no  Hodgkin 
Sarcoma  osteogénico 
Sarcoma  de  partes  blandas 
Disgerminoma  de  ovario 
Teratoma  inmaduro  de 
ovario 

Carcinoma  epidermoide 
Sarcoma  de  Edwing 
Carcinoma  de  tiroides 

En  1980,  en  colaboración  con  la  Dra.  Shivarger.  hematóloga  jefe  del  Hospital  Pediátrico  “Pedro 
de  Elizalde”  realizamos  un  análisis  de  46  casos  de  linfoma  de  Hodgkin  infantil,  particularizando 
la  observación  sobre  los  tipos  histológicos,  destacándose  la  frecuencia  de  la  forma  tipo  2-3  de  la 
clasificación  del  Pr.  J.  Diebold  sobre  los  otros  tipos  histológicos  (47%  del  total),  forma  esclerosis 
nodular  con  celularidad  mixta  en  los  nodulos. 


Tabla  7.  Edades  infantiles 


TIPOS 

EDADES 

HISTOLOGICOS 

0-3  4-6 

7-9 

10-12  ' 13-1 

5 

MASC 

FEM 

MASC. 

f-LM 

MASC 

FFM 

MASC. 

FEM 

MASC 

FFM 

PL 

1 

1 

7 

1 

1 

1 

CM 

1 

9 

2 

2 

7 

3 

1 

4 

EN 

7 

2 

2 

2 

DL 

1 

L¡ 



U», * 

Los  casos  posibles  de  controlar  su  estadio  socioeconómico  fueron  21,  que  mostraron  según  la 
escala  de  Graffar,  una  mayoría  dentro  de  los  grupos  III  y IV  de  peor  situación  socioeconómica 
familiar.  La  escala  de  Graffar  tuvo  en  cuenta  aspectos  educativos  de  la  familia  y el  niño,  condicio- 
nes ambientales  de  la  vivienda  -cloacas,  agua  potable,  sanitarios,  etc.-  e ingresos  de  los  compo- 
nentes de  la  familia. 
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Tabla  8.  Condiciones  ambientales  y socioeconómicas  (Escala  de  Graffar  con  significado  de  peor 
situación  socioeconómica  del  niño  desde  el  item  I al  item  IV). 


TIPOS 

HISTOLOGICOS 

ITEM  1 

ITEM  1! 

ITEM  III 

ITEM  IV 

i PL 

2 

2 í 

CM 

1 

1 

3 

5 

¡EN 

3 

2 

IDL 

1 

1 

| TOTALES 

1 

2 

8 

10 

En  1985  se  edita  un  volumen  sobre  la  epidemiología  de  leucemias  y linfomas  (5),  donde  se  pro- 
pone para  el  linfoma  de  Hodgkin  cinco  patrones  epidemiológicos:  1)  altas  frecuencias  en  niños 
con  predominio  de  tipos  histológicos  de  mal  pronóstico;  se  halla  este  patrón  en  poblaciones  de 
pobre  situación  socio-económica  incluyendo  el  África  tropical  (Tipo  I),  2)  predominio  de  jóvenes 
adultos,  con  distribución  bimodal,  con  un  segundo  pico  de  incidencia  en  edades  medias  de  la  vida 
y mejor  pronóstico  histológico  (Tipo  III),  3)  intermedio  entre  los  tipos  I y III,  observado  en 
comunidades  rurales  de  occidente  (Tipo  II),  y 4)  con  baja  incidencia  en  todas  las  edades  como  en 
Asia  (Tipo  IV). 

r 

En  referencia  al  tipo  I,  en  el  que  se  menciona  al  Africa  tropical,  es  de  destacar  que  en  un  estudio 
dirigido  por  uno  de  los  autores  (SCB)  para  concretar  el  Registro  Nacional  de  Cáncer,  de  Costa  de 
Marfil,  Africa  Occidental,  fueron  hallados  una  proporción  de  linfomas  de  Hodgkin  de  20%  del 
total  en  edades  infantiles  de  0-14  años  (6). 


Material  y métodos 

Lo  expuesto  hasta  aquí  nos  llevó  a extender  las  observaciones  a regiones  del  interior  de  la  Argen- 
tina, Uruguay  y Paraguay,  para  obtener  un  mayor  grado  de  significación. 

Se  analizaron  5 centros  cuya  información  era  de  base  histológica: 

1. -  Fundación  Peluffo-Giguens  (Servicio  de  Hemato-oncología  pediátrica,  Director  Dr.  Luis  A. 
Castillo)  Montevideo,  Uruguay. 

2. -  Hospital  de  Clínicas  (Dr.  José  Bellasai),  Asunción,  Paraguay. 

3. -  Hospital  Iturraspe  y clínica  privada  de  Santa  Fé  (Dr.  Rodolfo  Bertoli)  Santa  Fé,  provincia  de 
Santa  Fé,  Argentina. 

4. -  Facultad  de  Medicina,  Universidad  del  Nordeste  y Hospital  Pediátrico  “Juan  Pablo  II”,  (Dra. 
Ofelia  Z.  de  Gorodner  y Dra.  Bertha  Baldovinos),  Corrientes,  provincia  de  Corrientes,  Argentina. 

5. -  Hospital  “Pablo  Soria”  (Dr.  Oscar  Marin),  San  Salvador  de  Jujuy,  provincia  de  Jujuy,  Argen- 
tina. 

En  ellos  se  volcaron  la  relación  de  presencia  por  sexo,  la  incidencia  por  edades  infantiles  conside- 
rando la  mala  o regular  condición  socio-económica,  los  tipos  histológicos,  mortalidad. 
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Resultados 
Centro  N°  1 

52  casos  (años  1992-2002):  0-14  años;  relación  por  sexo  M / F = 3 /l. 
Incidencia  en  la  infancia 


edades 


a MALA  CONO.  SOCIOECON. 
■ REO.  CONO.  SOCIOKON. 


Tipos  histológicos: 


Esclerosis  nodular  38% 

Celularidad  mixta  46% 

Predominio  linfocitario  8% 

Depleción  linfocitaria  4% 

Interfolicular  4% 


Procedencia  de  los  casos  infantiles. 

Regular  situación  socio-económica  14 

Mala  situación  socio-económica  38 


Mortalidad 

Año  1992 

2 casos 

sobre  6 casos 

Año  1993 

1 caso 

sobre  5 casos 

Año  1994 

1 caso 

sobre  6 casos 

Año  1995 

- 

sobre  6 casos 

Año  1996 

- 

sobre  1 caso 

Año  1997 

- 

sobre  2 casos 

Año  1998 

- 

sobre  3 casos 

Año  1999 

- 

sobre  5 casos 

Año  2000 

- 

sobre  8 casos 

Año  2001 

- 

sobre  5 casos 

Año  2002 

- 

sobre  5 casos 
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Centro  N°  2 

66  casos  (años  1994-2003):  de  todas  las  edades;  relación  por  sexo  M / F = 4/1. 


I 


UN  POMA  DE  EIODGUN 
DISTRIBUCION  POR  EDAD 


m 

1 

1 $ 

la. 

2a. 

3a. 

u 

• 

5a.  6a.  7a. 

8a  9a. 

Décadas 


Linfomas  Hodgkinianos 
Distribución  por  sexo 


Masculino 

^Femenino 


81% 
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Linfom  as  Hodgkinianos 
Tipos  Histológicos 


Procedencia  de  los  casos  infantiles: 

En  su  totalidad  de  situación  socio-económica  desfavorecida  en  grados  moderado  o avanzado. 
En  el  centro  N°  2 la  frecuencia  por  decenios  de  todas  las  edades  destacó  el  pico  infantil  en  rela- 
ción a los  picos  juvenil  y añoso  de  los  países  occidentales. 


Centro  N°  3 

1 6 casos  (entre  los  años  1 998-2003):  0- 1 4 años;  relación  por  sexo  M / F = 2/1 . 
Incidencia  en  la  infancia 


d^ALA  COND.SOCIOECON. 
^EG.COND.  SOCIOECON. 


EDADES 
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Tipos  histológicos 

Casos  hospital  Iturraspe  (12)  70%  de  los  casos  de  tipo  celularidad  mixta 

Casos  clínica  privada  (4)  50%  esclerosis  nodular 

50%  celularidad  mixta. 

Procedencia  de  los  casos  infantiles 

Regular  situación  socio-económica:  4 
Mala  situación  socio-económica:  12 

Centro  N°  4 

15  casos  (años  1997-2003):  0-14  años;  relación  por  sexo  M / F = 2/1 
Incidencia  en  la  infancia 


EDADES 


AVIALA  COND.  SOCIOECON. 
WK EG.  COND.  SOCIOECON. 


Varones:  10  (66%) 

Relación  M / F = 2 /I 

Mujeres:  5 (33%) 


Tipos  histológicos 


Esclerosis  nodular  1 1% 

Celularidad  mixta  4% 

Predominio  linfocitario  0% 

Depleción  linfocitica  0% 


Procedencia  de  los  casos  infantiles 


En  su  totalidad  de  situación  socio-económica  desfavorecida  en  grados  moderado  o avanzado. 

Centro  N°  5 

88  casos  (años  1978-2003):  de  todas  las  edades;  relación  por  sexo  M / F = 3/1 


L 
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Tipos  histológicos 


Esclerosis  nodular  28% 

Celularidad  mixta  55% 

Predominio  linfocitario  8% 

Depleción  linfocitica  9% 


Sobre  el  total  de  casos  de  todas  las  edades  los  casos  pediátricos  representaron  el  19%. 

Procedencia  de  los  casos  infantiles:(pudo  obtenerse  información  solamente  de  10  casos) 
Satisfactoria  situación  socio-económica  (con  cobertura  médica  privada)  1 
Mala  situación  socio-económica  9 

5 de  área  semi-rural 
4 de  zona  rural  selvática 


Picos  de  frecuencia  para  todas  las  edades 


Adultos 

51  casos 

(58%) 

Total  adultos  -(-juvenil  = 71  casos  (81%) 

Juvenil 

20  casos 

(23%) 

Pediátricos 

1 7 casos 

(19%) 

Resultados 

En  4 de  los  centros  evaluados  se  halló  una  franca  presencia  del  linfoma  de  Hodgkin  en  la  infancia 
(centros  1,  2,  3 y 4)  en  tanto  en  el  5o  centro  no  se  hallo  dicho  pico.  Se  interpreta  esta  carencia  en 
el  centro  N ° 5 en  relación  a un  trabajo  anterior  (7)  en  el  que  este  centro  se  apartaba  de  la  frecuen- 
cia occidental  de  los  linfomas,  para  mostrar  un  patrón  semejante  al  asiático  con  mayor  frecuencia 
de  los  linfomas  T en  nuestro  medio  y menor  frecuencia  de  linfoma  de  Hodgkin,  debido  a que  la 
población  de  origen  indígena  aymará,  dominante  en  los  valles  calchaquíes,  de  origen  incaico,  con 
grupos  sanguíneos  de  iguales  caracteres  al  extremo  oriente,  ha  llegado  a América  por  viaje  oceá- 
nico o por  el  estrecho  de  Bering  desde  el  extremo  oriente,  milenios  atrás.  Se  estima  en  trabajos 
efectuados  en  población  china,  japonesa  y esquimal  la  posible  existencia  de  un  factor  protector 
ambiental  o genético  que  reduce  la  proporción  de  afectación  poblacional  por  linfoma  de  Hodgkin 
(8). 

La  relación  de  frecuencia  por  sexo  M/F  reveló  una  relación  entre  4/1  a 2/1 , y en  los  tipos  histológicos 
se  manifestó  una  frecuencia  destacada  de  la  forma  celularidad  mixta,  que  superaba  a los  restantes 
patrones  histológicos  de  la  dolencia,  salvo  en  el  centro  N°  4. 

La  frecuencia  anual  de  casos  entre  0- 1 4 años  mostró  en  los  centros  N°  1 , 3 y 4 un  pico  entre  los  3- 
6 años  y otro  entre  los  9-12  años  , que  en  los  centros  1 y 3 evidenció  asimismo  un  pico  a los  14 
años. 

En  el  centro  N°  2 la  frecuencia  por  decenios  de  todas  las  edades  destacó  el  pico  infantil  en  rela- 
ción a los  picos  juvenil  y añoso  de  los  países  occidentales. 

La  presencia  de  casos  por  tipos  histológicos  reveló  en  los  centros  N°  1,  2,  3 y 5,  una  destacada 
presencia  de  la  variedad  celularidad  mixta,  evidenciando  un  mal  pronóstico  histológico,  asociado 
este  hallazgo  a la  deficiente  situación  socio-económica  de  los  hogares  de  donde  provenían  estos 
niños,  como  es  evidente  en  el  centro  N°  3,  para  los  casos  de  niños  de  familias  desposeídas  de 
ambiente  urbano  y rural  (5). 

En  cuanto  a la  mortalidad  hemos  incorporado  los  resultados  del  centro  N°  1 por  ser  el  número  de 
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casos  más  significativo  que  en  el  resto  de  los  centros,  el  que,  reveló  entre  los  años  1 992  y 2002,  en 
que  se  incorporaron  los  casos  para  el  análisis,  solamente  4 casos,  2 en  1992,  1 en  1993  y 1 en 
1994,  no  habiendo  posteriormente  ningún  fallecido,  evidenciando  los  excelentes  resultados  tera- 
péuticos de  los  niños  tratados  en  centros  de  oncohematología  pediátrica. 


Discusión 

Es  evidente  que  en  los  países  donde  se  registran  áreas  de  pobreza,  con  deficiente  situación  socio- 
económica se  hace  presente  un  pico  infantil  de  frecuencia  del  linfoma  de  Hodgkin,  con  la  excep- 
ción de  regiones  donde  por  razones  de  presumible  causa  genética,  no  se  produce  dicha  particular 
frecuencia  en  las  edades  tempranas  (7)  (8);  los  casos  infantiles  procedentes  de  dichas  áreas 
carenciadas  muestran  un  predominio  masculino  en  los  centros  evaluados  en  nuestro  trabajo  así 
como  en  otras  investigaciones  (9)  donde  la  proporción  es  de  3.2/1  (Irán)  o de  2/1  en  varios  países 
del  este  europeo  examinados  (10). 

Asimismo  existe  concordancia  con  las  frecuencias  de  tipos  histológicos  de  mal  pronóstico  en  el 
linfoma  de  Hodgkin  en  nuestros  centros,  donde  la  celularidad  mixta  es  dominante,  como  en  otras 
investigaciones  previas  en  Argentina  (11)  y en  América  Central  (12).  El  mismo  grupo  argentino 
de  investigación  dedicado  a valorar  la  incidencia  de  VEB  en  una  serie  pediátrica  hallo  el  75%  de 
positividad,  pero  no  se  obtuvo  correlación  entre  agresividad  histológica  del  linfoma  de  Hodgkin 
y la  presencia  de  positividad  para  LMP1  y de  mutaciones  (13).  En  uno  de  nuestros  centros,  el  N° 
4,  existe  por  el  contrario  un  número  mayor  de  casos  infantiles  de  tipo  esclerosis  nodular;  es  de 
destacar  que  no  siempre  es  fácil  el  diagnóstico  de  los  subtipos  del  linfoma  de  Hodgkin  como  se 
destaca  en  una  referencia  de  la  Universidad  de  Glasgow  (14).  Personalmente  creemos  que  la 
clasificación  reciente  de  la  Organización  Mundial  de  la  Salud  de  linfomas  y leucemias  (15)  no 
identifica  la  totalidad  de  las  expresiones  histológicas  del  linfoma  de  Hodgkin  como  por  ejemplo 
las  formas  incipientes  de  fase  celular  de  la  esclerosis  nodular,  las  variabes  histológicas  que  tienen 
en  cuenta  la  celularidad  de  los  nodulos  de  la  esclerosis  nodular,  de  celularidad  mixta  o depleción 
linfocitaria  de  sus  variedades  esclerosis  difusa  o sarcomatosa,  las  formas  interfoliculares  y las 
formas  fronterizas  con  el  linfoma  de  grandes  células  anaplásicas. 

En  relación  a la  presencia  del  Virus  Epstein-Barr  en  una  población  argentina  predominantemente 
adulta,  la  presencia  viral  fue  del  52%  (16).  Una  referencia  sobre  una  serie  de  134  casos  de  enfer- 
medad de  Hodgkin  en  Kuwait  (17)  que  abarcaba  todas  las  edades,  destaco  la  presencia  del  virus 
de  Epstein-Barr  en  el  tipo  histológico  celularidad  mixta  en  niños,  de  sexo  masculino  predominan- 
te. 

Otros  autores  asocian  dicho  predominio  en  los  niños  a la  mala  condición  socio-económica  (12), 
destacando  a su  vez  procedencia  geográfica  y origen  étnico.  Un  hecho  interesante  destacado  en 
una  cita  bibliográfica  muestra  presencia  estacional  diferente  en  el  comienzo  de  la  enfermedad  en 
las  formas  pediátricas,  según  sean  casos  positivos  o negativos  para  presencia  del  Virus  de  Epstein- 
Barr.  Este  hallazgo  sugeriría  según  los  autores  la  presencia  de  dos  formas  etiológicas  de  la  enfer- 
medad (18). 

Otra  sugestión  etiológica  para  explicar  la  común  ausencia  del  virus  Epstein-Barr  en  los  casos 
juveniles  fue  la  teoría  de  golpear  y desaparecer  (“hit  and  run”)  donde  el  virus  ejecutaba  su  acción 
etiológica,  pero  a diferencia  de  los  casos  infantiles  y de  la  edad  adulta,  no  fue  posible  localizarlo 
por  métodos  inmuno-histoquímicos  (LMP1)  o de  hibridación  “in  situ”  (EBER)  y aún  con  técnica 
de  PCR  cuantitativa,  en  las  muestras  (19).  Por  lo  tanto,  no  existió  evidencia  que  apoyara  esta 
hipótesis.  Otros  virus,  por  ejemplo  nuevos  virus  de  tipo  Herpes  (20)  o del  tipo  del  sarampión  (2 1 ), 
asimismo  fueron  hipótesis  descartadas  como  agentes  etiológicos. 

En  fin  en  cuanto  a la  etiología,  otros  autores  mencionaron  una  hipótesis  de  etiologías  múltiples 
ligadas  a la  edad  y tipo  histológico,  pero  sin  precisar  dichos  factores  (22).  Hasta  la  actualidad  la 
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hipótesis  de  mayor  sugestión  esta  ligada  a la  inmunodeficiencia  de  los  niños  de  baja  condición 
socio-económica  y la  infección  por  Virus  Epstein-Barr  la  que  sería  seguida  por  la  enfermedad 
maligna,  el  lintoma  de  Hodgkin,  como  sucede  en  otros  procesos  linfoproliferativos  (tumor  de 
Burkitt  y algunos  linfomas  T)  (23). 

En  lo  relacionado  a la  terapéutica  es  evidente  los  buenos  resultados  obtenidos  en  centros  de 
oncohematología  infantil  como  lo  revela  la  serie  del  centro  N°  1,  y lo  expresa  la  bibliografía  en 
general  (9)  (24)  (25). 
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RESUMEN 

FRECUENCIA  DE  LA  INFECCION  LATENTE  POR  EL  VIRUS  EPSTEIN-BARR  EN 
103  CASOS  DE  LINFOMA  DE  HODGKIN  DE  LA  REPUBLICA  ARGENTINA. 


Ciento  tres  casos  de  Linfoma  de  Hodgkin  (LH)  se  han  reunido  entre  Agosto  de  1987  y Agosto  de 
1991  en  el  Departamento  de  Hematopatología  del  Instituto  de  Investigaciones  Hematológicas  de 
la  Academia  Nacional  de  Medicina  de  Buenos  Aires. 

Todos  los  pacientes  residían  en  Buenos  Aires  o en  otras  grandes  ciudades  de  Argentina,  y com- 
prendían 68  varones  y 35  mujeres  (relación  por  sexos  1 , 94: 1 ).  La  mayoría  (92  casos)  eran  adultos 
con  una  media  etaria  de  38  años.  La  edad  media  de  los  once  niños  comprendidos  en  el  estudio  fue 
de  10  años.  La  infección  latente  crónica  por  virus  Epstein-Barr  (EBV)  fue  demostrada  por  dos 
métodos.  Primero  la  proteína  LMP-1  fue  identificada,  en  cortes  de  parafina  por  técnica  de 
inmunoperoxidasa  con  una  mezcla  de  anticuerpos  C1  a C4  (Dako  patt)  y segundo,  los  pequeños 
EBV-RNA  mensajeros  han  sido  revelados  en  el  núcleo  por  hibridación  “in  situ"  con  sondas  frías 
en  cortes  de  parafma. 

Los  casos  fueron  clasificados  de  acuerdo  a la  clasificación  de  Lukes-Rye  con  modificaciones  a la 
misma  (Diebold  y Col.  1995). 

Todos  los  casos  correspondieron  al  Linfoma  de  Hodgkin  clásico,  no  hallándose  en  esta  serie 
ningún  caso  del  tipo  de  enfermedad  de  Hodgkin  predominio  linfocitico,  tipo  nodular.  54  casos  de 
1 03  (52,  42%)  expresaron  positividad  en  las  células  de  Reed-Stemberg  para  LMP1  confirmando 
una  infección  latente  crónica  por  EBV. 

68  casos  fueron  de  tipo  esclerosis  nodular  de  los  cuales  32  presentaron  positividad  para  LMP1  en 
las  células  de  Reed-Stemberg,  y 2 casos  de  LH  de  tipo  interfolicular,  que  se  interpreta  como  una 
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etapa  temprana  de  la  esclerosis  nodular,  fueron  también  positivos.  Otros  dos  casos  con  morfolo- 
gía tronteriza  entre  esclerosis  nodular  y linfoma  maligno  de  grandes  células  anaplásicas,  fueron 
asimismo  positivas.  En  total,  sobre  72  casos  de  tipo  esclerosis  nodular,  36  fueron  positivos  en  las 
células  tumorales  para  LMP1  (50%)  y sobre  29  casos  de  tipo  celularidad  mixta,  18  fueron  positi- 
vos (62,8%).  Dos  casos  de  tipo  depleción  linfocítica  fueron  negativos. 


La  frecuencia  masculina  para  el  LMP1  agrupó  al  69%  del  total  de  los  casos. 

La  proporción  de  positividad  para  el  virus  Epstein-Barr  (52,4  %)  fue  similar  a la  hallada  en 
estudios  de  otros  países  europeos. 


ABSTRACT 


One  hundred-and-three  cases  of  Hodgkin’s  lymphoma  (HL)  have  been  collected  betvveen  August 
1 987  and  August  1991  in  the  Department  of  Hematopathology,  Hematological  Research  Institute, 
National  Academy  of  Medicine,  Buenos  Aires.  All  the  patients  lived  in  Buenos  Aires  or  other 
large  cities  from  Argentina. 

The  patients  comprise  68  males  and  35  females  (sex  ratio  1,94:1).  The  majority  (92  cases)  were 
adults  with  a median  age  of  38  years.  The  median  age  of  the  eleven  children  was  10  years. 
fhe  chronic  latent  EBV  infection  has  been  demonstrated  by  2 methods.  First  the  LMP-1  protein 
has  been  disclosed  on  paraffin  section  by  an  immunoperoxydase  technique  with  the  mixture  of 
C1  to  C4  antibodies  (Dakopatt).  Second,  the  small  EBV  RNA  m have  been  revealed  in  the  nuclei 
by  an  in-situ  hybridization  method  with  coid  probes  on  paraffin  sections. 

The  cases  have  been  classified  according  to  the  Lukes  - Rye  classification  with  some  personal 
modifícations  (Diebold  et  al.  1995). 

All  cases  represent  elassie  HL.  In  this  series  we  had  no  cases  of  the  so  called  lymphocyte 
predominance,  nodular  - type,  Hodgkin’s  lymphoma. 

Fifty-four  cases  out  103  (52,42%)  present  LMP-1  positive  Reed  - Sternberg  (RS)  cells  which 
means  a chronic  latent  EBV  infection. 

68  cases  were  of  the  nodular  selerosing  type  and  32  out  of  them  present  LMP-1  positive  RS  cells 
(47%). 

Two  cases  of  interfollicular  HL,  which  can  be  regarded  as  early  phase  of  nodular  selerosis,  were 
both  also  positive. 

Two  cases  exhibited  a borderline  morphology  between  nodular  selerosing  HL,  rich  in  tumor  cells 
and  anaplastic  large-cell  lymphoma,  which  should  be  classified  as  HL.  nodular  selerosing,  were 
positive. 

So  the  final  number  of  nodular  selerosing  cases  was  72  with  36  showing  LMP-1  positive  tumor 
cells  (50%).  Classic  diffuse  HL  of  mixed  cellularity  comprised  29  and  18  were  positive  (62,8%). 
Two  cases  were  classified  as  lymphoid  depletion  (with  a sarcomatous  pattem)  and  both  were 
negative.  The  male  frequeney  of  the  total  cases  for  LMP1  were  69%. 

The  LMP-1  positivity  is  similar  (52,4%)  to  that  of  European  studies. 

Key  words 

EBV  latent  infection  - Hodgkin’  s lymphoma. 
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INTRODUCTION 

Hodgkin’s  disease  (HD)  shows  a strong  association  with  EBV.  Many  studies  demonstrated  the 
presence  of  EBV  genomes  in  tumor  cells  as  well  as  their  latent  gene  product.  ( 1 -2-3-4). 

Clinical  course  and  the  therapeutic  response  appear  not  to  be  influenced  by  the  presence  of  EBV. 
(3-4-5).  According  to  Flavell  (6),  EBV  was  detected  in  29%  of  cases.  For  all  patients,  after  a 
median  tollow-up  of  5 years,  there  were  no  significant  differences  in  survival  by  EBV  status 
although  there  was  a trend  towards  longer  failure-free  survival  times  for  EBV-positive  patients. 
Multivariate  analyses  suggested  that  EBV  and  sex,  when  in  combination,  were  prognostic  factors 
tor  failure-free  survival  (P=0,06  for  both).  For  subgroups,  the  effect  of  EBV  on  failure-free  survival 
was  significant  for  males  of  the  15-34  years  age  group  (p=0,05  and  p=0,03,  respectively).  This 
study  suggests  that  with  a median  follow-up  of  5 years,  EBV  status  does  not  affect  survival  but 
being  EBV  - positive  may  be  beneficial  in  terms  of  failure-free  survival,  particularly  for  males 
and  younger  adults  (6). 

Analysis  of  the  terminal  repeats  (TR)  of  EBV  by  Southern  blotting  provides  molecular  evidence 
that  the  viral  genome,  localized  in  the  nucleus  of  RS  cells,  is  monoclonal  in  an  episomal  and 
circular  form.  The  finding  that  only  a subclone  of  the  Hodgkin/Reed-Stemberg  clone,  defined  by 
a particular  mutation  pattern,  was  Epstein-Barr  virus  infected  represents  a strong  indication  that 
Epstein-Barr  virus  infection  of  the  FIodgkin/Reed-Sternberg  cell  precursor  occurred  in  the  germinal 
center.  (7) 

Viral  genomes  persist  in  RS  cells  throughout  the  course  of  HD.  When  absent  at  the  onset  of  the 
disease  EBV  has  never  been  found  at  relapse. 

EBV  genome  appears  to  be  very  polymorphous  because  of  the  various  numbers  of  iterated 
sequences  within  the  2 TR  and  within  each  of  the  4 intemal  repeats.  Epstein-Barr  virus  immortalizes 
B cells  in  vitro  and  is  associated  with  severa!  malignancies.  Most  phenotypic  efifects  of  Epstein- 
Barr  virus  are  mediated  by  latent  membrane  protein  1 (LMP1),  which  interacts  with  tumour 
necrosis  factor  receptor  associated  factors  (TRAFs)  to  activate  NF-KappaB.  These  results  suggest 
that  in  non-neoplastic  lymphocytes,  TRAF1  expression  is  dependent  on  the  presence  of  LMP1, 
and  that  in  IM  B cells  in  vivo,  LMP 1 associated  signalling  pathways  are  active.  In  HL,  TRAF 1 is 
expressed  independently  of  Epstein-Barr  virus  status,  probably  because  of  constitutive  NF-KappaB 
activation.  The  function  of  TRAF1  in  HL  remains  to  be  determined  (8).  It  appears  that  EBV  in 
HD  is  not  a simple  or  silent  passenger.  Peculiar  deletions  within  the  BNFL1  gene  encoding  the 
LMP1  nave  been  clustered  in  a few  cases  and  have  been  associated  with  an  aggressive  clinical 
behavior. 

Retrospective  molecular  analysis  of  the  TR  and  the  LMP-1  (BNFL1)  sequences  in  2 relapsing 
cases  of  EBV  associated  HL  was  made.  In  each  of  the  2 cases  the  same  viral  strain  was  identified 
at  diagnosis  and  at  relapses. 

EBV  is  associated  with  the  epithelial  cáncer,  nasopharyngeal  carcinoma  (NPC),  and  the  lymphoid 
malignancy,  Hodgkin  lymphoma  (HL).  The  Epstein-Barr  virus  latent  membrane  proteins  1 and 
2 A are  expressed  in  these  tumors.  These  proteins  activate  the  phosphatidylinositol  3 ‘-OH  kinase 
(PI3K)/Akt  pathway,  which  is  commonly  activated  inappropriately  in  malignancy.  In  this  study, 
the  status  of  Akt  activation  and  its  targets,  glycogen  synthase  kinase-3beta  (GSK-3beta)  and  beta 
catenin,  was  investigated  in  NPC  and  HL  clinical  specimens.  In  the  majority  of  these  specimens, 
Akt  was  activated,  indicating  an  important  role  for  this  kinase  in  the  development  and/'or  progression 
of  these  tumors.  Akt  phosphorylates  and  inactivates  GSK-3beta,  a negative  regulator  of  the  proto- 
oncoprotein  beta-catenin  that  is  aberrantly  activated  in  many  cancers.  GSK-3  beta  was 
phosphorylated  and  inactivated  with  concomitant  nuclear  beta-catenin  accumulation  in  the  majority 
of  NPC  specimens.  The  malignant  cell  of  the  majority  of  HL  cases,  however,  did  not  have 
inactivated  GSK-3beta  and  lacked  of  nuclear  beta-catenin  expression.  These  data  indicate  that 
this  signaling  arm  of  PI3K/Akt  is  universal  and  important  in  NPC  pathogenesis  but  is  apparently 
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not  affected  in  HL.  1 hese  tindings  pointed  to  a divergence  in  pathways  activated  by  Epstein-Barr 
virus  in  difterent  cellular  contexts  (9). 

In  HL  numerous  studies  have  shown  the  presence  of  EBV  genomes  in  tumor  cells  as  well  as  their 
latent  gene  product.  A mixed  pattem  of  LMP-1  variants  was  observed  in  isolated  H/RS  cells,  and 
it  ís  speculated  that  this  is  due  to  the  accumulation  of  mutation  and  deletion  events  ( 10).  It  is  novv 
wel  1 demonstrated  that  latent  EBV  infection  of  Reed-Stemberg  cells  can  be  disclosed  by  2 methods: 
demonstration  ot  the  LMP-1  by  immunohistochemistry  and  of  EBER-1  by  in-situ  hybridization 
(11). 

Association  of  EBV  latent  infection  and  HD  varies  in  frequency  in  different 
geographic  areas  and  ranges  from  <30%  in  Swedish  patients  to  100%  in  patients  from  Kenya 
(12).  We  report  here  the  study  of  103  cases  collected  in  Buenos  Aires  (Argentina). 


MATERIAL  AND  METHODS 

One  hundred-and-three  cases  of  HL  have  been  collected  between  August  1987  and  August  1991 
in  the  Department  of  Hematopathology,  Hematologic  Research  Institute,  National  Academy  of 
Medicine,  Buenos  Aires  (Prof.  Santiago  C.  Besuschio).  All  the  patients  lived  in  Buenos  Aires  or 
other  large  cities  from  Argentina. 

The  patients  comprised  68  males  and  35  females  (sex  ratio  1 ,94: 1 ).  The  majority  (92  cases)  were 
adults  with  a median  age  of  38  years.  The  median  age  of  the  eleven  children  was  10  years. 

The  histologic  sections  have  been  stained  with  hematoxylin-eosin,  Giemsa  and  silver  impregnation 
according  to  Gordon-Sweet.  The  Lukes-Rye  classification  has  been  used.  The  immunophenotype 
of  the  Reed-Sternberg  cells  has  been  studied  with  an  immunoperoxydase  technique  using 
monoclonal  antibodies  against  CD30,  CD15,  CD20  and  CD3. 

The  chronic  latent  EBV  infection  has  been  demonstrated  by  2 methods.  First  the  LMP-1  protein 
has  been  disclosed  on  paraffin  section  by  an  immunoperoxydase  technique  with  the  mixture  of 
C1  to  C4  antibodies  (Dakopatt).  Second.  the  small  EBV  -RNA-  m have  been  revealed  in  the 
nuclei  by  an  in-situ  hybridization  method  with  coid  probes  on  paraffin  sections  in  only  forty 
percent  of  the  total  of  cases. 

RESULTS 

The  cases  have  been  classified  according  to  the  Lukes-Rye  classification  with  some  personal 
modifications  (13).  Results  were  summarized  in  table  1. 

All  cases  represent  classic  H L.  In  this  series  we  had  no  cases  of  the  so-called  lymphocyte 
predominance,  nodular-type,  H L.  .Table  1 summarizes  also  the  results  of  immunohistochemistry. 
Fifty-four  cases  out  of  103  (52.42%)  present  positive  LMP-1  Reed-Stemberg  cells  which  means 
a chronic  latent  EBV  infection. 

68  cases  were  of  the  nodular  sclerosing  type  and  32  out  of  them  present  positive  LMP- 1 RS  cells 
(47%). 

Two  cases  of  interfollicular  HL,  which  can  be  regarded  as  an  early  phase  of  nodular  sclerosis, 
were  both  also  positive. 

Two  cases  who  exhibited  a borderhne  morphology  between  nodular  sclerosing  HL,  rich  in  tumor 
cells  and  anaplastic  large-cell  lymphoma,  which  should  be  classified  as  HL,  nodular  sclerosing, 
were  positive. 

So  the  final  number  of  nodular  sclerosing  cases  was  72  with  36  showing  LMP-1  positive  tumor 
cells  (50%). 

Classic  diffuse  HL  with  mixed  cellularity  comprised  29  and  18  were  positive  (62,8%). 

Two  cases  were  classified  as  lymphoid  depletion  (with  a sarcomatous  pattem)  and  both  were 
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negative.  LMP1  male  frequency  on  the  total  of  cases  were  69%.  The  number  of  children  is  too 
small  to  compare  the  percentage  of  positive  cases  between  adult  and  children.  Forty  percent  of 
cases  were  studied  by  EBER  in  — situ  hybridization  method,  with  good  correlation  of  positi vity 
with  the  LMP1  immunohistochemical  technique. 

Comparison  with  evolution  of  the  disease  was  also  impossible  due  to  the  lack  of  clinical  data  in 
this  retrospective  study. 

D1SCUSSION 

In  these  1 03  cases  of  HL  from  Argentina,  the  proportion  of  types  of  classic  HL,  nodular  sclerosing 
(72  cases,  69.2  %)  mixed  cellularity  (29  cases,  28.15  %)  and  lymphoid  depletion  (2  cases,  1.94 
%)  is  approximately 

the  same  as  in  Europe,  for  example  in  the  EORTC. 

In  this  series  no  cases  of  lymphocyte  predominant  nodular  type  HL  has  been  observed. 

The  LMP-1  positi  vity  is  similar  (52,4%)  to  that  of  European  studies  (11). 

In  the  EORTC  study  the  early  stages  of  HD,  28%  of  the  438  cases  contained  LMP-1  positive 
tumor  cells  but  in  advanced  stage  41%  of  122  cases  were  LMP-1  positive.  In  other  studies  from 
the  occidental  world  the  positivity  represented  40  to  50%  of  the  cases  (1-14).  This  percentage 
seems  to  be  higher  in  other  countries  particularly  in  those  with  bad  socio-economic  conditions.  In 
patients  from  Egypt,  64%  of  the  cases  were  LMP-1  and  62%  EBER-1  positives  (15).  In  China, 
65%  of  HL  were  positive  (16).  Several  publications  from  patients  living  in  Central  and  South 
America  reported  an  incidence  varying  from  50  to  95%.  (17-  18).  In  Kenya,  92%  of  cases  of  a 
large  series  were  positive  (19).  These  results  should  be  compared  with  the  results  obtained  in  HIV 
positive  patients  showing  a 100%  of  positivity.  (1 1).  By  contrast,  a report  of  106  cases  of  HL  from 
Israel  have  found  evidence  of  a latent  EBV  infection  in  only  30%  of  the  cases  but  with  a higher 
positivity  in  Bedouins  . (20).  An  association  between  Epstein-Barr  virus  and  Hodgkin  lymphoma 
has  been  shown  in  several  parts  of  the  world.  The  incidence  of  Epstein-Barr  virus  among  Jordanian 
patients  with  Hodgkin  lymphoma  is  similar  to  the  rate  in  patients  from  the  United  States  (12). 
The  proportion  of  EBV  positive  HL  is  low  in  industrialized  countries,  high  in  non-industrialized 
countries  and  intermediate  in  early-industrialized  ones.  The  mean  age  was  30.6  years  (range,  4- 
71  years).  Mixed  cellularity  HL  (MCHL)  was  the  most  common  subtype  (45.5%),  followed  by 
nodular  sclerosis  (37.3%),  nodular  lymphocyte  predominant  (6.7%),  lymphocyte  rich  (3%)  and 
lymphocyte  depletion  (3%).  4.5%  of  cases  were  unclassifiable.  EBV  expression  was  seen  in 
56%,  was  significantly  high  in  MCHL,  in  children,  and  in  males  (21). 

Epidemiologycal  features  seem  to  play  a role  in  the  higher  rate  of  HL  cases  associated  with  latent 
EBV  infection  in  some  populations  and  in  some  countries. 

The  descriptive  and  aetiological  epidemiology  of  HD  are  reviewed.  Key  issues  which  are 
highlighted  inelude  the  evidence  suggesting  that  HD  is  a complex  of  related  conditions  that  are 
part  mediated  by  infectious  diseases,  immune-deficiency  and  genetic  susceptibilities.  There  is 
little  convincing  evidence  to  suggest  any  other  environmental  factors  are  involved  in  the  aetiology. 
The  apparent  changing  pattern  of  disease  by  time  and  from  country  to  country,  needs  careful 
future  research.  (22). 

Of  the  100  cases  of  HL,  the  RSCs  stained  with  CD30  (93%),  CD15  (67%),  CD  20  (17%)  and 
CD3  (2%).  EBV  LMP-1  was  positive  in  82  (82%)  cases,  most  often  in  the  nodular  sclerosing 
subtype,  (86%)  cases.  Of  the  panel  of  antibodies,  CD30  was  the  most  useful  in  identifying  RSCs 
in  classical  HL.  EBV  LMP- 1 was  demonstrated  in  82%  of  all  cases  of  HL  and  in  96%  of  childhood 
cases  (South  India)  (23). 

The  age  of  the  patient  is  probably  important  in  developing  countries.  In  these  countries  there  is 
often  a peak  incidence  of  the  disease  under  15  years  of  age  (24)  with  a high  prevalence  of  LMP- 
1 positivity.  In  a series  of  pediatric  cases  collected  in  Honduras  (25)  showed  that  100%  of  the 
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cases  were  associated  with  EBV  latent  infection. 

ln  our  series,  the  few  number  of  cases  do  not  allow  us  to  draw  any  conclusión.  The  reason  of  this 
tinding  is  not  clear  but  is  similar  to  the  results  of  a study  in  Israel  (4). ).  It  is  the  experience  of  one 
of  us  (Besuschio  S.  C\-  26).  that  in  Argentina,  series  of  patients  collected  in  rural  areas  and  the 
neighbourhood  of  big  cities,  among  a population  with  bad  socio-economic  conditions,  the  number 
oí  patients  younger  than  15  years  oíd  in  much  more  higher  (23%)  by  comparison  with  centers 
treating  patients  living  in  the  cities  (9%).  Most  of  them  has  a mixed  cellulanty  type.  For  the 
tuture,  it  should  be  interesting  to  study  more  specifically  these  populations. 

1 he  male/temale  ratio  is  perhaps  also  an  important  factor;  in  the  EORTC  study  67%  of  LMP-1 
positive  cases  were  male  in  early  stage  and  70%  in  advanced  stage. 

Histologic  subtypes  may  also  influence  the  incidence  of  EBV  positive  cases.  In  occidental  countries, 
there  is  a predominance  of  nodular  sclerosing  versus  mixed  cellularity  type  (2);  in  some  developing 
countries,  the  reverse  is  observed,  for  example  in  Kenya  (12).  More  studies  from  patients  collected 
in  different  parts  of  the  world  are  needed. 

fo  expiain  a higher  EBV  association  with  HL  in  developing  countries,  the  role  of  an  ill-defined 
low  socio-economic  status-related  immunosuppression  has  been  proposed  (19),  (27),  (28),  (29), 
(30).  We  confirmed  previous  associations  of  EBV  positive  HL  with  oíd  age,  male  sex,  and  mixed- 
cellularity  (MC)  histological  subtype  (28)  Most  EBV  infections  in  infants  and  children  are 
asymptomatic,  while  infection  of  adolescents  or  adults  often  results  in  infectious  mononucleosis. 
The  symptoms  of  infectious  mononucleosis  are  primarily  due  to  the  T-cell  proliferative  response 
to  EBV-infected  B cells;  the  antiviral  therapy  does  not  afifect  the  clinical  course  of  disease.  Failure 
of  the  cellular  immune  response  to  control  EBV-induced  B-cell  proliferation  can  result  in  severe 
disease  Transplant  recipients  may  develop  lymphoproliferative  disease,  which  often  responds  to 
treatment  that  enchances  the  immune  response  against  EBV-infected  B cells.  Clinical  triáis  are 
being  developed  using  cytotoxic  T cells  directed  against  EBV  protein  in  these  tumors  (29).  In 
Australia,  30-50%  of  HL  cases  are  Epstein-Barr  virus  associated  (EBV-positive  HL).  The  virus  is 
localized  in  the  malignant  cells  and  is  clonal.  EBV-positive  HL  is  more  frequent  in  chilhood,  in 
older  adults  (>45  years)  and  in  mixed  cellularity  cases.  The  survival  of  EBV-positive  HL  in  the 
elderly  and  the  ímmunosuppressed  is  particularly  poor.  Increased  knowledge  of  the  virus1  role 
and  the  basic  biology  of  HL  may  generate  novel  therapeutic  strategies  for  EBV-positive  HL  and 
the  presence  of  EBV-latent  antigens  in  the  malignant  HL  cells  may  represent  a target  for  cellular 
immunotherapy  (30).  EBV  is  now  regarded  as  an  oncogenic  virus  classified  into  the  Group  1 of 
carcinogenic  agents  (31)  (32),  according  to  the  results  of  the  program  aimed  at  assessing  the 
carcinogenic  risks  to  human  associated  with  Chemicals  at  the  start  of  the  program  (IARC  1969) 
(33),  later  expanded  on  other  topics  as  physical  and  biological  agents,  as  EBV.  LMP-1  expression 
may  be  responsible  of  modulation  of  the  immunophenotype  of  the  tumor  cells  (34).  Recovery  of 
a normal  immune  system  in  some  cases  of  EBV  positive  HL  have  been  followed  by  regression  of 
the  tumor  under  treatment.  This  discovery  allows  probably  the  cytotoxic  CD8  positive  T 
lymphocytes  to  develop  specific  action  against  LMP- 1 expressed  by  the  tumor  cells  (35).  Infectious 
mononucleosis  (IM)  is  an  established  risk  factor  for  Hodgkin‘s  disease  (HD).  A substantial  minority 
(33%)  of  cases  of  HD  have  Epstein-Barr  virus  (EBV)  DNA  within  the  malignant  cells.  These 
results  may  be  interpreted  as  indications  that  delayed  first  exposure  to  EBV  increases  risk  of  HD, 
especially  in  young  adults  (36). 

The  mechanism  of  oncogenesis  of  EBV  is  not  well  understood.  Two  types  of  hypotheses  have 
been  postulated.  First  a hit-and-run  mechanism  in  which  EBV  genomes  would  intégrate  in 
chromosomal  areas  prone  to  breakage  which  could  lead  to  a selective  loss  of  integrated  EBV. 
Such  a phenomenon  may  be  responsible  of  a variable  expression  in  different  ethnic  groups  and  in 
different  parts  of  the  world.  Second,  EBV  plays  only  a role  of  co-factor  in  association  with  other 
factors  (viruses,  hereditary  factors,  etc.)  in  the  development  of  HL.  More  extensive  studies  are 
still  needed  for  a better  understanding. 
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Patients  with  Epstein-Barr  vims-associated  classical  Hodgkinls  lymphoma  showed  a signifícantly 
longer  mean  time  to  first  relapse  of  99  months,  as  compared  with  49  months  for  the  Epstein-Barr 
virus  negative-cases  (P<0,2),  and  were  more  frequent  in  those  aged  >45  years  (P<0,4).  Epstein- 
Barr  virus  associated  classical  Hodgkin's  lymphoma  were  predominantly  of  the  mixed-cellularity 
subtype  and  occured  more  frequently  in  male  patients,  in  patients  with  Stage  III  and  IV,  and  in 
patients  with  B symptoms  as  well  as  risk  factors.  However,  overall  survival  did  not  correlate  with 
Epstein-Barr  virus  association.  This  large  single-center  study  demonstrates  a low  prevalence  oí 
Epstein-Barr  virus  positivity  in  classical  Hodgkin's  lymphoma  in  west  Europe.  In  accordance 
with  results  similar  studies,  the  presence  of  Epstein-Barr  virus  has  a beneficial  effect  on  the 
length  of  failure-free  survival  despite  the  higher  frecuency  of  risk  factors  such  as  higher  tumor 
stage  or  advanced  age  (37).  Occasionally,  a serious  disorder,  as  the  haemophagocytic  syndrome, 
pointed  at  viral  reactivation  and  a high  EBV-DNA  contení  was  detected  in  serum  by  real-time 
quantitative  PCR  analysis  (5.5  xlO  (6)  copies  per  inL)  (38). 


Table  1.  Histological  types  of  HL  and  LMP-1  expression 


Histologic  Type 

N 

LMP-1 

positivity 

% 

Nodular  sclerosing 

68 

32 

47.05 

* Cellular-phase 

2 

1 

50 

* Classic 

66 

31 

46.96 

* Interfollicular 

2 

2 

100 

Bordelaine  (cases  between  nodular  sclerosing 

type  and  anaplastic  large  cell  lymphoma) 

2 

2 

100 

Total  number  of  nodular  sclerosing 

72 

36 

50 

Classic  HL,  mixed  cellularity 

29 

18 

62.86 

Classic  HL,  lymphoid  depletion 

2 

0 

0 

TOTAL 

103 

54 

52.4 
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ACTIVIDAD  DE  UNA  TIMOESTIMULINA  HUMANA 
SOBRE  LA  SÍNTESIS  DE  IL-4  POR  LINFOCITOS 
ATÓPICOS  Y NO  ATÓPICOS 

Angel  Alonso,  Carlos  H.  Pionetti,  Krikor  Mouchián,  Julio  F.Albónico 
Centro  de  Alergia  - Hospital  de  Clínicas  - Buenos  Aires 


RESÚMEN 

Se  probó  la  actividad  biológica  de  una  “timoestimulina”  humana  obtenida  del  fraccionamiento  de 
timos  humanos  de  niños  fallecidos  por  accidentes  viales  entre  5 y 1 0 años  de  edad  sobre  linfocitos 
humanos  de  sujetos  normales  y atópicos  valorando  la  producción  de  IL-4  en  el  sobrenadante.  Se 
observó  que  dicha  estimulación  inducía  una  síntesis  significativamente  aumentada  (p>  0.00000 1 ) 
de  dicha  citoquina  por  lo  cual  prima  facie  parece  imprudente  emplear  a los  extractos  túnicos  en  la 
terapia  de  las  enfermedades  alérgicas  que  cursan  con  un  incremento  sérico  de  la  IL-4.- 

ABSTRACT 

A thymic  hormone  baptized  as  thymostimulin  coming  from  children  aged  between  5-10  years 
who  died  after  car  accidents  was  obtained  by  a Sephadex  G-50  column  fractionation.  This 
polypeptide  was  incubated  with  atopic  and  non-atopic  human  lymphocytes.  The  level  of  IL-4  in 
the  supematant  was  measured  by  ELISA.  The  atopic  lymphocytes  stimulated  by  the  thymostimulin 
produced  a great  quantity  of  IL-4  (p>0.000001)  in  comparison  with  those  coming  from  non- 
atopic  patients.  Thus,  we  sustain  that  thymic  hormones  must  not  be  used  in  the  treatment  of 
allergic  conditions  with  high  levels  of  IL-4.- 


INTRODUCCION 

HISTOFISIOLOGIA  DE  LOS  ORGANOS  LINFATICOS  : el  TIMO. 

Estos  órganos  son  aquellos  en  los  que  los  linfocitos  maduran,  se  diferencian  y proliferan.  Estos 
órganos  se  dividen  en  2 grandes  grupos  : los  primarios  o centrales  y los  secundarios  o periféricos. 
Células  primitivas  totipotenciales  o pluripotenciales  o stem-cells  o células  reticulares  primitivas 
o hemocitoblastos  provenientes  del  saco  vitelino  y del  hígado  fetal  dan  origen  a las  progenies 
eritroidea  y mieloidea  que  originan  a los  eritrocitos  y a los  granulocitos  ya  que  los  linfocitos 
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derivan  de  un  progenitor  linfoideo. 

Los  primarios  o centrales  son  el  timo  y la  médula  ósea  mientras  que  los  secundarios  o periféricos 
son  el  bazo,  los  ganglios  linfáticos,  el  apéndice,  las  amígdalas,  las  adenoides,  las  placas  de  Peyer 
del  intestino,  y,  el  tejido  linfoideo  asociado  a las  mucosas  (MALT)  cuyos  más  grandes  exponen- 
tes son  el  intestinal  (GALT)  y el  bronquial  (BALT). 

Ln  los  primarios  maduran  los  LT  y los  LB  sin  estar  presente  el  antígeno  ni  necesitar  de  él. 

H1  timo  es  un  órgano  linfoepitelial , bilobulado  que  deriva  del  endodermo  y de  las  3o  y 4o  bolsas 
laríngeas.  Durante  el  desarrollo  fetal  aumenta  mucho  de  tamaño  y alcanza  su  máximo  al  nacer 
para  luego  involucionar  lentamente  hasta  la  pubertad  para  mantenerse  muy  pequeño  en  la  edad 
adulta.  Posee  una  corteza  y una  médula  y la  primera  se  divide  en  superficial  y profunda.  La 
corteza  exhibe  linfocitos  de  varios  tamaños  (timocitos),  la  mayoría  de  ellos  inmaduros  que  al 
madurar  entran  a la  médula  y de  allí  a la  circulación  sanguínea  donde  son  transportados  a los 
órganos  lintoideos  secundarios  para  encontrar  en  ellos  - y no  en  otro  lugar  - al  antígeno.  El  timo 
posee  células  no  linfoideas  ; así,  existen  células  epiteliales  especializadas  o células  nodriza  o 
nurse,  células  dendríticas  epiteliales  y células  dendríticas  interdigitadas.  Las  2 primeras  abundan 
en  la  corteza  y las  últimas  en  la  médula  donde  hay  células  epiteliales  adyacentes  a los  corpúnsculos 
de  Hassall.  Los  macrófagos  se  encuentran  en  la  unión  córticomedular.  Las  células  nurse  albergan 
en  sus  senos  citoplasmáticos  a los  timocitos;  las  dendríticas  epiteliales  con  moléculas  del  C.M.H. 
de  las  clases  I y II  seleccionan  a las  células  útiles  para  el  reconocimiento  antigénico.  Las  células 
epiteliales  fonnan  las  «hormonas»  involucradas  en  la  maduración  T (timopoyetina,  timopentina, 
timosina  a- 1 o b- 1 y fracción  5).  La  corteza  superficial  contiene  entre  un  5 y un  1 0 % de  timocitos; 
la  profunda  (que  es  la  más  rica)  entre  un  75  y un  80  % y la  médula  de  un  8 a un  10  % de  los 
timocitos. 

La  célula  madre  entra  al  timo  y allí  sufre  una  serie  de  transformaciones  que  se  conocen  con  el 
nombre  de  ontogenia  T,  es  decir,  unos  pasos  fisiológicos  que  los  llevan  a la  maduración  como 
célula  T.  Así,  el  PRO-T  exhibe  la  enzima  TdT  o desoxi-nucleotidil-transferasa-terminal,  los  mar- 
cadores CD2,  cCD3,  CD5,  CD7,  CD45RO,  genes  de  la  cadena  6 del  RcT,  son  doble  negativas 
porque  no  tienen  ni  CD4  ni  CD8,  y se  pueden  subdividir  en  CD25-CD44+,  CD25+CD44+  y 
CD25+CD44-  ; el  PRE-T  muestra  a la  TdT,  los  CD2,  cCD3,  CD5,  CD7,  CD45RO,  cadena  6 del 
RcT  y genes  de  cadena  a del  RcT  , CD4  y CD8  (doble  positivas)  y CD1 . Por  fin,  el  T maduro  o 
simple  positiva  tiene  CD4  o CD8,  sCD3,  CD2,  CD5,  CD7,  CD45RA  que  pasa  a CD45RO  si 
activa  al  antígeno,  y,  RcT  cxB  o RcT  yó  según  el  caso.  El  70-75  % son  CD4  y el  25-30  % son  CD8. 
Los  RcT  a(3  son  de  ontogenia  tímica  tardía  y excepcionalmente  extratímica  mientras  que  los  RcT 
y5  son  de  ontogenia  tímica  muy  temprana  y extratímica  probable. 

Se  llama  «selección  positiva»  cuando  los  LT  aprenden  a «ver»  y reconocer  al  C.M.H.  propio 
mientras  que  se  llama  «selección  negativa»  cuando  reconocen  a antígenos  propios  con  alta  afini- 
dad, y por  ende,  deben  ser  delecionados  para  evitar  los  fenómenos  de  autorreactividad  y 
autoinmunidad  ulterior  a través  de  la  apoptosis  o muerte  celular  programada. 

Cuando  el  LT  «toca»  a una  molécula  de  clase  I en  la  dendrítica  epitelial  expresará  CD8  y vicever- 
sa si  «toca»  una  de  clase  II  sólo  expresará  CD4  por  eso  las  dendríticas  tienen  gran  contenido  de 
moléculas  del  C.M.H.  Si  quedase  algún  LT  autorreactivo  que  no  fuera  delecionado  y «escapase» 
a estos  mecanismos  de  control  de  la  tolerancia  central  las  células  epiteliales  interdigitadas  y los 
macrófagos  tratarán  de  inducirles  un  estado  de  «anergia»  clonal  o no  respuesta  ante  auto-antígenos 
para  conservar  la  tolerancia. 

El  CD3  constituye  una  importante  molécula  accesoria  en  la  estructura  del  RcT;  es  un  pentámero 
compuesto  por  5 cadenas  proteicas  (y  de  21  kDa;  5 de  25  kDa;  e de  25  kDa  y 
2 zz  de  16  kDa)  que  envían  señales  al  interior  de  la  célula. 
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LAS  «HORMONAS»  TIMICAS. 

1"  La  timulina  es  un  nonapéptido  que  posee  el  ion  zinc  (Zn),  tan  importante  en  la  Inmunología, 
producido  por  las  células  epiteliales  túnicas  exclusivamente.  El  Zn  parece  ser  el  responsable  de  la 
actividad  biológica  de  esta  molécula  que  está  involucrada  con  la  diferenciación  linfocitaria  T 
tanto  intra  como  extratímicas.  También  se  demostró  que  su  producción  y secreción  está  fuerte- 
mente influenciada  por  el  sistema  neuroendocrino,  y,  también  se  presume  que  la  timulina  ejerce- 
ría acciones  sobre  el  eje  hipotálamo-hipofisario.  En  un  modelo  experimental  animal,  se  unió  el 
gene  de  la  timulina  a un  vector  de  adenovirus  y se  inyectó  intramuscularmente  a ratones  «desnu- 
dos» (nude)  y a ratas  envejecidas  restituyendo  la  función  linfocitaria  en  ambos  casos  a partir  de 
los  miocitos  inoculados. 

2. -  La  timosina,  fracción  5,  de  origen  bovino,  con  un  peso  molecular  (PM)  entre  1000  y 15.000, 
constituye  una  familia  de  polipéptidos  termo  y ácido  estables,  que  provoca  la  diferenciación  T y 
potencia  la  función  inmunitaria  en  modelos  experimentales  y humanos.  Se  la  subdivide  en  timosina 
al,  timosina  a2,  timosina  b3  y timosina  b4  con  similares  efectos  biológicos  dependiendo  del 
modelo  experimental  animal  utilizado  para  tal  fin. 

3. -  La  timopoyetina,  de  origen  bovino,  con  un  PM  de  5560,  que  comprende  a un  residuo  de  49 
aminoácidos,  es  termoestable,  y produce  la  diferenciación  de  los  linfocitos  pretímicos  aunque 
determina  in  vivo  una  alteración  retardada  de  la  transmisión  neuromuscular. 

4. -  La  timosina  a 1 , de  origen  bovino,  con  un  PM  de  3 1 00,  que  abarca  un  residuo  de  28  aminoácidos 
termoestables,  y que  aumenta  la  respuesta  de  los  linfocitos  de  rata  a los  mitógenos  con  incre- 
mento de  células  Thy  1,2+  y Lytl  ,2,3  + modulando  la  actividad  de  la  TdT. 

5. -  La  timoestimulina  de  origen  bovino,  con  un  PM  de  12.000,  que  es  una  familia  de  polipéptidos 
poco  caracterizada,  y que  produce  marcadores  y funciones  específicos  de  los  LT  tanto  en  el 
animal  inmunosuprimido  como  en  el  paciente  con  déficit  inmunitario;  en  la  rata  incrementa  la 
producción  de  IFN  provocada  con  Poli  IC. 

6. -  El  factor  humoral  tímico,  de  origen  bovino,  con  un  PM  de  3200,  que  es  un  polipéptido  ( 
residuo  de  3 1 aminoácidos  ) termolábiles,  que  restaura  la  reacción  GVH  en  esplenocitos  de  rato- 
nes timectomizados  neonatalmente  y aumenta  la  respuesta  a la  Con-A  y a la  PHA  de  los 
esplenocitos  normales. 

7. -  El  factor  tímico  sérico,  de  origen  porcino  y murino,  con  un  PM  de  860,  y que  corresponde  a 
un  residuo  de  9 aminoácidos  termolábiles,  aumenta  la  generación  de  células  citotóxicas  T in  vivo 
e in  vitro. 

Los  niveles  de  hormonas  túnicas  circulantes,  tanto  en  el  hombre  como  en  el  animal  de  experi- 
mentación, tienden  a bajar  con  la  edad  paralelamente  a la  involución  morfológica  del  timo  hasta 
llegar  a ser  prácticamente  indetectables  en  el  hombre  después  de  los  60  años  de  edad.  ( 1-2-3- 
4-5-6-9-10-11-12). 


**  En  el  presente  trabajo,  se  exponen  los  datos  obtenidos  experimentalmente  con  una  «hormona 
túnica»  de  origen  humano  (que  llamaremos  timoestimulina)  valorando  su  actividad  sobre  los 
linfocitos  de  pacientes  atópicos  y no-atópicos  de  diversas  edades  cuantiñcando  los  niveles  de 
la  IL-4  producidos  en  un  medio  de  cultivo  celular. 
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MATERIALES  y METODOS. 


1- Hormona  timica  humana  o timoestimulina  humana. 

Se  obtuvo  a partir  de  timos  humanos  de  niños  comprendidos  entre  los  5 y los  10  años  de  edad 
tallecidos  por  accidentes  viales  en  pleno  estado  de  salud  merced  a una  acordada  de  la  Corte 
Suprema  de  Justicia  de  la  Nación  tramitada  a través  de  la  Morgue  Judicial  de  la  ciudad  de  Buenos 
Aires  bajo  la  Dirección  del  Prof.  Dr.  Haroldo  Nelson  Donnewald  luego  de  presentar  un  protocolo 
de  investigación  aprobado  éticamente  por  dicho  organismo.  Los  órganos  obtenidos  fueron  pesa- 
dos y estudiados  histopatológicamente  (cortes  parafínados  coloreados  con  hematoxilina-eosina) 
para  valorar  la  viabilidad  e integridad  de  los  tejidos  antes  de  proceder  a la  separación  de  las 
células  constitutivas.  De  tal  manera,  los  órganos  muy  deteriorados  o hemorrágicos  fueron  des- 
cartados en  consideración  al  sufrimiento  celular  y a una  presunta  alteración  de  la  producción  de 
los  factores  túnicos  a estudiar. 

2. -  Homogeneización  de  los  tejidos. 

Los  órganos  seleccionados  en  buen  estado  fueron  cortados  en  trozos  pequeños  y sometidos  a un 
homogeneizador  del  tipo  Virtis  a bajas  revoluciones  para  lograr  una  papilla  que  posibilitara  los 
pasos  ulteriores.  El  único  agregado  posible  en  este  paso  fue  la  solución  fisiológica  a pH  7.2,  a 
razón  de  3 mi  por  cada  gramo  de  tejido.  Una  vez  obtenido  este  homogenado  fue  sometido  a 
centrifugación  a 14.000  g en  centrífuga  refrigerada,  separándose  un  depósito  y un  sobrenadante. 
Este,  a su  vez,  fue  tratado  con  acetona  para  lograr  su  deslipidización  y con  sulfato  de  amonio  al 
50  % para  eliminar  las  proteínas  séricas  contaminantes.  Todo  precipitado  fue  eliminado  y ulte- 
riores diálisis  contra  solución  fisiológica  a pH  7,2  prepararon  el  producto  para  ser  sometido  a las 
columnas  de  Sephadex  G-50. 

3. -  Cromatografía  en  columnas  de  Sephadex  G-50. 

Se  utilizó  una  columna  de  Sephadex  G-50  que  tenía  780  mm  por  22  mm  y que  se  equilibró  y se 
eluyó  con  buffer  fosfato  y CINa  0. 1 5 M a pH  8 y a 4o  C.  Tres  y medio  mililitros  del  sobrenadante 
fueron  sembrados  y alícuotas  de  un  mililitro  del  eluído  fueron  recogidas  en  el  colector  de  fraccio- 
nes con  una  velocidad  de  20  ml/min.  El  contenido  proteico  de  cada  eluído  fue  determinado  por 
absorbancia  a 280  nm  de  densidad  óptica  en  un  espectrofotómetro  Metrolab  y medido 
cuantitativamente  por  el  método  de  Bradford. 

4. -  Pesos  moleculares. 

Una  serie  de  proteínas  de  peso  molecular  conocido  usadas  como  marcadores  proteicos,  tales 
como,  la  lisozima  (PM.  19,5  kDa),  el  inhibidor  de  la  tripsina  (PM.  28,8  kDa),  la  anhidrasa 
carbónica  (PM.  37,1  kDa),  la  ovoalbúmina  (PM.  54,5  kDa),  la  albúmina  sérica  bovina  (PM.  97 
kDa) , la  (3-galactosidasa  (PM.l  15  kDa)  y la  miosina  (PM.  205  kDa)  (BioRad  lote  161-0318), 
se  aplicaron  a una  columna  de  Sephadex  G-200  de  780  mm  por  22  mm  que  se  equilibró  y se  eluyó 
con  un  buffer  PBS-CINa  0, 1 5 M a pH  8 y a 4o  C.  Un  mililitro  de  cada  sustancia  fue  recogida  y 
sometida  al  espectrofotómetro  Metrolab  a una  densidad  óptica  de  280  nm.  La  concentración 
proteica  de  los  marcadores  fue  de  13,5  mg  en  un  volumen  de  1,5  mi  mientras  que  el  extracto  de 
timoestimulina  tenía  147  mcg  en  un  volumen  de  3,5  mi  (42  mcg/ml). 
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5. -  Electroforesis  en  gel  de  poliacrilamida. 

El  SDS-PAGE  fue  preparado  por  el  método  de  Laemmli  empleando  el  gel  al  1 5 % y corriéndolo 
en  un  aparato  Mini-Protean  II  durante  2 horas  a 120  V.  Veinte  microlitros  de  timoestimulina 
fueron  cargados  en  orificios  separados  en  condiciones  diferentes  de  reducción  y calentamiento 
para  la  detección  de  proteínas  con  azul  brillante  de  Coomasie  R-250  y luego  la  transferencia  a una 
membrana  de  nitrocelulosa. 

6. -  Pacientes  y muestras  de  linfocitos. 

Se  seleccionaron  30  sujetos  afectados  de  rinitis  perenne,  de  rinitis  estacional  y de  asma  bronquial 
extrínseca,  con  antecedentes  heredofamiliares  de  atopía,  y con  valores  de  IgE  sérica  total  supe- 
riores a 180  ± 45  KU/L  . Presentaron  pruebas  cutáneas  de  hipersensibilidad  inmediata  franca- 
mente positivas  a ácaros,  blátidos,  hongos  anemófilos  y pólenes  de  diversas  familias  autóctonas. 
Sus  edades  estaban  comprendidas  entre  los  22  y los  78  años  y eran  20  mujeres  y 10  varones  en 
buen  estado  de  salud  general  y sólo  sometidos  a medicación  antialérgica  convencional.  Al  mo- 
mento de  la  toma  de  la  muestra  sanguínea  para  separar  sus  linfocitos  no  estaban  recibiendo 
inmunoterapia  específica  con  alérgenos. 

Al  mismo  tiempo,  como  controles  se  seleccionaron  otros  20  sujetos  de  edades  similares,  10 
mujeres  y 10  varones,  no  atópicos,  cuyas  IgE  séricas  totales  eran  de 

1 8 ± 15  KU/L  , carentes  de  enfermedad  respiratoria  y/o  dermatológica  alguna  y cuyos  linfocitos 
fueron  sometidos  a idéntico  experimento  que  el  de  los  atópicos.  Así,  10  mi  de  sangre  venosa 
obtenida  en  ayunas  fueron  sometidos  a la  técnica  de  Boyum  (7)  para  separar  los  linfocitos  en  un 
gradiente  de  Ficoll-EIypaque  (densidad  1.077  g/cm3)  y luego  conservarlos  en  un  medio  de  culti- 
vo tal  como  el  RPMI  1640  (Gibco). 

Todos  los  linfocitos  estuvieron  separados  por  paciente  para  valorar  el  efecto  etano  y su  relación 
con  la  activación  por  la  timoestimulina. 

7. -  Dosajes  de  IL-4  en  el  cultivo  celular. 

A un  mililitro  de  la  suspensión  linfocitaria,  cuya  viabilidad  se  valoró  microscópicamente  median- 
te un  frotis  coloreado  con  Giemsa,  se  lo  incubó  con  10  mcg  de  timoestimulina  durante  24  horas 
al  cabo  de  las  cuales  se  centrifugó  la  suspensión  y se  midió  la  cantidad  de  IL-4  producida,  por 
el  método  de  ELISA  (29)  empleando  un  antisuero  de  ratón  contra  IL-4  humana  (Sigma  Chemical 
Co.  Clone  n°  34019.111). 

Un  sistema  indicador  enzimático  PAP-anti-PAP  facilitó  su  medición  en  la  lectora  correspondien- 
te. 

8. -  Análisis  estadístico  de  los  resultados. 

La  comparación  entre  los  grupos  en  estudio  fue  realizada  por  medio  del  método  de  la  t de  Student 
y del  análisis  de  la  varianza.  Todos  los  métodos  estadísticos  presentaban  dos  colas;  el  valor  de  la 
p menor  a 0.05  fue  considerado  de  significación. 

RESULTADOS 


1 .-  Los  timos  obtenidos  pesaron  entre  4,4  gr  y 50,5  gr  en  un  paralelismo  con  la  edad  del  occiso 
consignándose  un  promedio  de  26,86  gr  para  los  21  órganos  viables  estudiados  histológicamente 
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> que  exhibieron  integridad  morfológica  tanto  de  la  corteza  como  de  la  médula. 

2. -  hl  traccionamiento  del  sobrenadante  del  homogeneizado  a través  de  la  columna  de  Sephadex 
G-50  exhibió  la  presencia  de  3 picos  proteicos  correspondientes  a los  tubos  12-17;  33-37  y 39- 

4.'*  cuyos  contenidos  proteicos  medidos  por  el  método  de  Bradford  fueron  de  42  mcg  /mi  en 
total.  (8). 

La  sumatoria  de  estos  picos  proteicos  (Fig.  1)  fue  denominada  aleatoriamente  como 
«timoestimulina  humana»  con  la  cual  se  realizaron  los  experimentos  con  los  linfocitos  de  nor- 
males no-atópicos  y de  atópicos  sintomáticos  de  diferentes  edades  para  valorar  el  efecto  estimu- 
lante si  lo  hubiere. 

3. -  El  SDS-PAGE  reveló  la  presencia  de  por  lo  menos  3 grupos  de  bandas  proteicas  con  pesos 
moleculares  aproximados  de  15-20  kDa  el  primero,  28-30  kDa  el  segundo  y 50-60  kDa  el 
tercero.  (Fig.  2). 

4. -  Las  concentraciones  de  la  IL-4  en  el  medio  de  cultivo  linfocitario  de  las  diferentes  muestras 
analizadas  reveló  resultados  dispares  según  el  grupo  estudiado.  Así,  los  linfocitos  controles  de 
no-atópicos  no-estimulados  con  la  hormona  túnica  mostraron  valores  decrecientes  con  la  edad, 
pero  con  una  media  de  5,20  Ul/ml  y un  DE  ±1,140  dado  que  el  valor  máximo  fue  de  7,5  Ul/ml  (a 
los  30  años  de  edad)  y el  menor  de  4 Ul/ml  (a  los  70-80  años  de  edad).  Por  su  parte,  los  linfocitos 
de  no-atópicos  fueron  tratados  con  la  timoestimulina  observándose  una  media  de  8, 1 5 Ul/ml  y un 
DE  ± 2,438  con  un  valor  máximo  de  12  Ul/ml  (a  los  50  años)  y un  mínimo  de  4 Ul/ml  (a  los  80 
años). 

Los  linfocitos  de  sujetos  atópicos  mostraron  mayores  niveles  de  producción  espontánea  de  1L-4, 
así,  los  no-estimulados  exhibieron  una  media  de  12  Ul/ml  y un  DE  ± 1,812  con  un  valor  máximo 
de  15  Ul/ml  (a  los  45  años)  y un  mínimo  de  8 Ul/ml  (a  los  80  años)  . Por  fin,  los  linfocitos  de 
atópicos  que  se  incubaron  con  timoestimulina  produjeron  los  más  altos  valores  de  IL-4  en  el 
cultivo,  con  una  media  de  1 8,53  Ul/ml  y un  DE  ± 1 ,40,  con  un  máximo  de  20  Ul/ml  (entre  los  45 
y 55  años)  y un  mínimo  de  15  Ul/ml  (a  los  80  años). 
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DISCUSION 

Desde  hace  varias  décadas  que  se  conoce  el  papel  crucial  que  desempeña  el  timo  en  la  ontogenia 
y en  la  homeostasis  del  sistema  inmunológico  tal  como  se  resumiera  en  la  Introducción. 

El  período  crítico  durante  el  cual  el  timo  influye  en  el  desarrollo  inmunológico  debe  situarse  en 
la  vida  embrionaria  y en  el  período  perinatal  inmediato.  De  hecho,  numerosas  experiencias  clási- 
cas así  lo  avalan,  la  timectomía  realizada  en  estas  fases  tiene  consecuencias  gravísimas  en  los 
animales  de  experimentación  al  igual  que  las  deficiencias  primarias  en  el  ser  humano  condicio- 
nan cuadros  clínicos  de  déficit  de  la  inmunidad  celular  (T-dependiente)  de  indudable  trascenden- 
cia independientemente  que  en  estos  casos  los  mecanismos  pudieran  ser  más  complejos  e involucran 
a otros  factores  en  su  génesis. 

Por  el  contrario,  esta  intervención  en  la  edad  adulta  no  provoca  grandes  modificaciones  (Miller, 
1961 ) y hasta  en  casos  muy  especiales  (miastenia  gravis  con  timoma)  su  resección  induje  mejo- 
rías clínicas  indudables. 

Este  trabajo  es  la  segunda  presentación  en  nuestro  país  del  empleo  de  «hormonas  túnicas»  huma- 
nas valorando  su  actividad  sobre  los  linfocitos,  tal  como  lo  hicieron  en  su  momento  Bena  y 
Mordoh  (Medicina,  Bs. Aires,  1 980;  40;  5- 1 0)  sobre  la  síntesis  del  ADN  de  linfocitos  periféricos 
de  pacientes  con  cáncer  no  valorando  en  aquel  momento  la  producción  de  citoquinas  habida 
cuenta  de  la  carencia  de  los  reactivos  específicos  correspondientes. 

En  este  caso,  planificamos  puntillosamente  el  experimento  habida  cuenta  de  los  datos  discordantes 
de  la  bibliografía  acerca  de  la  utilidad  o no  de  los  tratamientos  con  factores  u hormonas  túnicas 
de  cualquier  origen,  generalmente  animal,  en  las  enfermedades  atópicas.  (13-14-15-16-19-20- 
21-22-23). 

Al  compararse  los  hallazgos  entre  los  diferentes  grupos  de  linfocitos  se  destaca  que  los  controles 
no-atópicos  y no  tratados  con  la  timoestimulina  mostraron  una  producción  sostenida,  pero  escasa 
-podríamos  llamarla  basal  a los  fines  experimentales-  de  IL-4  (5,20  ±1,14  Ul/ml)  con  un 
descenso  paulatino  hacia  los  pacientes  de  edad  provecta.  Si  estos  linfocitos  controles  eran  trata- 
dos con  la  timoestimulina  evidenciaban  un  incremento  en  la  producción  de  IL-4  (8,15  ± 2,438 
Ul/ml)  aún  a edades  más  avanzadas  estableciendo  una  significación  estadística  entre  los  2 gru- 
pos de  p = 0.01 . 
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Cuando  se  analizan  los  resultados  obtenidos  en  el  grupo  de  atópicos,  se  valora  que  espontánea- 
mente estos  linfocitos  producen  más  IL-4  que  los  controles  aún  a edades  avanzadas,  lo  cual  es 
coherente,  con  la  condición  de  atopía  de  los  linfocitos  donantes  (12  ±1,812  Ul/ml).  Al  incubar- 
los con  timoestimulina  este  incremento  se  vuelve  notorio  y los  valores  estadísticos  hallados  reve- 
lan un  estímulo  en  la  producción  de  1L-4  (18,53  ±1,40  Ul/ml),  lo  cual  entre  estos  2 grupos  genera 
una  significación  estadística  de  p = 0.001,  con  un  curioso  incremento  difícil  de  explicar  por 
ahora  en  las  poblaciones  entre  los  35  y 55  años  de  edad. 

Al  comparar  el  grupo  no  atópico  estimulado  (Tabla  2)  y el  grupo  atópico  estimulado  (Tabla  4) 
se  detecta  una  significación  con  una  p > 0.00 1 . Si  por  último,  se  comparasen  los  datos  del  grupo 
no  atópico  no  tratado  (control  absoluto)  con  los  atópicos  tratados  con  la  timoestimulina  (expe- 
rimental absoluto)  la  significación  estadística  es  superior  a p > 0.000001,  lo  cual  ratifica  la 
notable  estimulación  de  la  «hormona  tímica»  sobre  los  linfocitos  de  los  atópicos  medida  en  fun- 
ción de  la  producción  de  IL-4. 

Todos  estos  hallazgos  demuestran  las  propiedades  linfoestimulantes  de  la  timoestimulina  humana 
empleada  , no  obstante,  su  parcial  purificación  y la  valoración  de  otras  acciones  sobre  los  linfocitos 
humanos.  El  objetivo  de  trabajar  con  una  población  de  linfocitos  de  atópicos  pretendió  valorar  su 
presunta  utilidad  en  el  tratamiento  de  las  enfennedades  alérgicas,  tal  como  algunos  autores  especularon 
en  su  momento.  Por  lo  visto,  los  incrementos  de  la  IL-4  serían  contraproducentes  en  dichos  tratamien- 
tos habida  cuenta  de  la  mayor  síntesis  de  IgE  sérica  de  los  tratados  con  las  consecuencias  clínicas  que 
se  podrían  presentar.  Estos  datos  serían  concordantes  con  los  de  Lurie  y su  equipo  que  no  encontró 
ningún  beneficio  al  tratar  a niños  asmáticos  atópicos  (n-40)  contimulina  ya  que  otros  autores  habían 
encontrado  valores  séricos  muy  bajos  de  las  «hormonas»  y atribuyeron  este  hallazgo  a la  disfúnción 
LTCD4-TH 1 atribuida  al  proceso  respiratorio.  De  acuerdo  a nuestros  datos  la  timoestimulina  favorece- 
ría la  funcionalidad  LTCD4-TH2  lo  cual  parece  ser  contraproducente,  según  la  teoría  de  Romagnani  y 
su  equipo  sobre  el  balance  entre  ambas  subpoblaciones  linfocitarias,  que,  por  otra  parte,  la  Inmunoterapia 
convencional  con  aero-alergenos  permite  corregir  satisfactoriamente  en  la  mayoría  de  los  casos  trata- 
dos tal  como  lo  asevera  el  Infonne  de  la  OMS  de  1998.  (Allergy,  1998;  44  (53),  2-42. 

La  timoestimulina  heteróloga  fue  probada  en  numerosos  padecimientos,  tales  como,  infecciones  virales 
como  el  herpes-zóster,  y,  en  reacciones  graves  a vacunas  con  virus  atenuados,  en  las  enfennedades 
autoinmunes  como  la  artritis  reumatoidea  y el  LES,  en  patologías  neoplásicas  acompañando  a los 
fánnacos  citotóxicos  y a las  radiaciones,  en  la  sarcoidosis,  en  la  candidiasis  crónica,  en  el  síndrome  de 
Di  George,  en  el  defecto  de  la  nucleósido-fosforilasa  y de  ADA,  en  la  reacción  de  injerto  versus  hués- 
ped, en  el  síndrome  de  Wiskott-Aldrich,  en  el  SIDA,  etc,  con  resultados  poco  convincentes  la  mayoría 
de  las  veces  aunque  algunos  autores  refieren  efectos  consistentemente  positivos  en  su  aplicación.  (24- 
25-26-27-28-30). 

Como  estos  productos  son  proteínas  heterólogas  debe  tenerse  especial  cuidado  con  la  aplicación  reite- 
rada por  el  peligro  de  desencadenar  cuadros  clínicos  correspondientes  a los  tipos  1 y III  de  Gell  & 
Coombs,  tal  como  lo  documentamos  en  un  paciente  con  herpes-zóster  oftalmofacial  en  la  época  ante- 
rior a los  fármacos  antivirales  (p.ej.  aciclovir)  que  sufrió  brotes  de  urticaria  aguda  con  angioedema  y 
rinohidrorrea  profusa  luego  de  la  aplicación  reiterada  de  timoestimulina  bovina.  Presentó  pruebas  cutá- 
neas positivas  inmediatas  al  producto  convenientemente  diluido  según  técnica  e IgE-RAST  > de  0,35 
PRU/ml  contra  dicho  antígeno  (dato  no  publicado),  mejorando  con  tratamiento  sintomático  y supre- 
sión total  del  fánnaco  sospechoso. 

No  obstante  los  hallazgos  obtenidos,  la  purificación  y mejor  caracterización  de  estas  «hormonas  túnicas» 
podrían  permitir  conocer  si  alguna  de  ellas  posee  una  actividad  más  específica  sobre  tal  o cual  citoquina 
o responde  a un  fenómeno  general  de  respuesta  del  todo  o nada. 

Autores  argentinos  de  la  Universidad  de  La  Plata  están  estudiando  las  relaciones  entre  el  timo  y el 
sistema  nervioso  central  sosteniendo  la  hipótesis  de  un  eje  hipotálamo-hipófisis-timo  al  igual  que 
la  restitución  de  la  función  «endocrina»  tímica  por  gene  terapia  a ratones  envejecidos  que  recupe- 
ran los  niveles  séricos  de  timulina  de  su  juventud.  (17-18).- 
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INSTRUCCIONES  PARA  LOS  AUTORES 

Las  siguientes  Instrucciones  pura  los  autores  constituyen  el  reglamento  de  publicaciones  de  los  ANALES  DE 
LA  SOCIEDAD  CIENTIFICA  ARGENTINA. 

1)  Generales 

Los  ANALES  DELA  SOCIEDAD  CIENTÍFCA  ARGENTINA  constituyen  una  revista  inultidisciplinaria,  fundada 
en  1 876,  que  considera  para  su  publicación  trabajos  de  cualquier  área  de  la  ciencia. 

Los  originales  deben  ser  enviados  al  director,  a Av.  Santa  Fe  1 145,  Buenos  Aires,  CP  : 1059,  República  Argen- 
tina, en  tres  copias  en  papel,  a dos  espacios,  tamaño  carta,  acompañados  de  su  correspondiente  disquete.  Los  disquetes 
deberán  estar  rotulados  con  el  nombre  del  autor  o del  primer  autor  si  son  varios  haciendo  constar  el  sistema  computacional 
usado  para  grabar  el  mismo,  el  tipo  y versión  del  procesador  utilizado  y nombres  de  los  archivos. 

Los  autores  serán  notificados  de  inmediato  de  la  recepción  de  sus  originales.  Dicha  notificación  no  implica  la 
aceptación  del  trabajo.  Los  originales  son  enviados  a uno  o más  ‘arbitros,  quienes  asesoran  al  director  y a la  comisión  de 
redacción  acerca  de  la  aceptación,  rechazo  o sugerencia  de  modificaciones.  La  decisión  final  respecto  a la  publicación  o 
no  del  trabajo  es  solamente  responsabilidad  del  director. 

Los  originales  remitidos  para  su  publicación  en  los  ANALES  deben  ser  inéditos  y no  hallarse  en  análisis  para  su 
publicación  en  otra  revista  o cualquier  otro  medio  editorial. 

Todo  trabajo  aceptado  en  los  ANALES  no  podrá  ser  publicado  en  otro  medio  gráfico  sin  previo  consentimiento 
de  la  dirección. 

Los  ANALES  se  reservan  el  dercho  de  rechazar  sin  más  trámite  a aquellos  originales  que  no  se  ajusten  a las 
normas  expuestas  en  la  presente  guia  de  Instrucciones  para  los  autores. 

Los  ANALES  constan  de  las  siguientes  secciones: 

-artículos  de  investigación 

-notas  breves  de  investigación 

-artículos  de  revisión  y/o  actualización 

-editoriales 

-recensiones 

-cai  tas  a la  dirección 

-informaciones  del  quehacer  de  la  SOCIEDAD  CIENTIFICA  ARGENTINA 
-informaciones  científicas  y acádemicas  de  interés  general 

Los  autores,  al  remitir  sus  trabajos,  deberán  hacer  constar  la  sección,  a la  que  según  su  juicio,  corresponden  sus 
aportes  y consignar  claramente  la  dirección  postal,  teléfono,  fax  y dirección  electrónica  (si  la  tuviere)  a la  cual  se  remitirá 
toda  información  corceniente  al  original. 

2)  Originales 

Los  ANALES  DE  LA  SOCIEDAD  CIENTIFICA  ARGENTINA  publicarán  trabajos  escritos  en  los  idiomas: 
español,  francés,  inglés  y portugués. 

Los  originales  deberán  respetar  la  siguiente  estructura: 

Ia  pagina: 

-Título  del  trabajo:  no  mayor  de  veinticinco  (25)  palabras 

-Nómina  de  los  autores,  institución  o instituciones  a la  que  pertenecen  cada  uno 

de  ellos. 

-Institución  en  la  que  se  llevó  a cabo  el  trabajo  en  el  caso  que  difiera  de  la  institución 
de  pertenencia. 

-Domicilio  postal  y electrónico  (si  lo  tuviere) 

2a  página: 

-Resumen  en  idioma  español  de  no  más  de  400  palabras,  con  su  correspondiente 
traducción  al  inglés.  La  traducción  al  inglés  deberá  incluir  el  título  del  trabajo  cuando 
éste  haya  sido  escrito  en  español  y viceversa,  si  el  trabajo  se  halla  escrito  en  inglés 
el  resumen  en  español  deberá  incluir  la  traducción  del  título. 

-La  inclusión  de  resúmenes  en  francés  y portugués  es  facultativa  de  los  autores. 

-Palabras  claves  para  el  registro  bibliogáfico  e inserción  en  bases  de  datos,  en 
español  e inglés. 
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En  las  páginas  siguientes  se  incluirán  las  secciones  Introducción.  Materiales  y Métodos,  Resultados,  Discusión, 
Agradecimientos  y Referencias.  A continuación  se  agregarán  las  tablas  con  sus  títulos,  leyendas  de  las  figuras  y gráficos 
> finalmente  las  figuras  y gráficos  preparados  como  se  indica  más  abajo. 

E!  tipeado  del  manuscrito  deberá  hacerse  a doble  espacio  en  papel  tamaño  carta  (aprox.  2 1 cm  x 29cm),  dejando 
3 cm  de  márgenes  izquierdo,  superior  e inferior,  debiéndose  numerar  secuencialmente  todas  las  páginas. 

No  se  aceptará  la  inserción  de  notas  de  pie  de  página.  Cuando  ello  sea  necesario,  se  deberá  incluir  tales  notas  en 
el  mismo  texto. 

Se  recomienda  emplear  el  Sistema  Métrico  Decimal  de  medidas  y las  abreviaturas  universales  estándar. 

Solo  se  permitirá  el  empleo  del  Sistema  Internacional  de  Unidades  para  las  medidas. 

Como  regla  general  no  se  deberá  repetir  la  misma  información  en  tablas,  figuras  y texto.  Salvo  en  casos  especiales 
que  justifiquen  alguna  excepción  se  aceptará  presentar  esencialmente  la  misma  la  información  en  dos  formas  simultáneas. 

Cada  sección  se  numerará  consecutivamente,  recomendándose  no  emplear  subsecciones. 

3)  Tablas 

Las  tablas  deben  prepararse  en  hojas  aparte  y a doble  espacio.  Las  mismas  incluirán  un  título  suficientemente 
aclaratorio  de  su  contenido  y se  indicarán  en  el  texto  su  ubicación,  señalándolo  con  un  lápiz,  sobre  el  margen  izquierdo. 

Cada  tabla  se  numerará  consecutivamente  con  números  arábigos.  Solo  se  deberá  incluir  en  las  tablas  información 
significativa,  debiéndose  evitar  todo  dato  accesorio  y/o  que  pueda  ser  mejor  informado  en  el  mismo  texto  del  trabajo. 

Cada  tabla  se  tipeará  en  hoja  separada 

Los  títulos  de  las  filas  y las  columnas  deben  ser  lo  suficientemente  explícitos  y consistentes,  pero  al  mismo 
tiempo  se  recomienda  concisión  en  su  preparación. 

4)  Ilustraciones 

Las  ilustraciones  (gráficos  y fotografías)  deberán  ser  de  suficiente  calidad  tal  que  permitan  una  adecuada 
reproducción  debiéndose  tener  en  cuenta  que  la  reproducción  directa  de  los  mismos  conlleva  una  relación  entre  1:2  y 1:3. 
Todas  las  ilustraciones  se  numerarán  consecutivamente  y en  el  reverso  de  las  mismas  se  indicarán  :on  lápiz  blando  el 
nombre  de  los  autores,  el  número  de  la  misma  y cuando  corresponda  la  orientación  para  su  pertinente  impresión. 

Los  títulos  de  las  ilustraciones  se  tipearán  en  hoja  aparte,  debiéndose  denotar  el  posicionado  de  las  mismas  en  el 
texto  por  medio  de  una  indicación  con  lápiz  en  el  margen  izquierdo. 

Las  dimensiones  de  las  ilustraciones  no  deberán  exceder  las  de  las  hojas  del  manuscrito  y no  se  deberán  doblar. 

Los  gráficos  se  dibujarán  con  tinta  china  sobre  papel  vegetal  de  buena  calidad  y por  los  mismos  medios  se 
incluirán  los  símbolos,  letras  y números  correspondientes.  No  se  deberá  tipear  símbolo,  letra  o número  alguno  en  los 
gráficos  y fotografías. 

Enviar  un  original  y dos  copias  de  cada  ilustración  Las  fotografías  solo  se  podrán  enviaren  blanco  y negro,  ya 
que  que  no  es  posible  imprimir  fotografías  en  otros  colores. 

Cada  ilustración  se  presentará  en  hoja  separada. 

5)  Referencias 

Los  ANALES  adoptan  el  sistema  de  referencias  por  orden,  el  cual  consiste  en  citar  los  trabajos  en  el  orden  que 
aparecen  por  medio  de  número  cardinal  correspondiente.  Los  libros  se  indicarán  en  la  lista  de  referencias  citando  el/los 
autor/es,  título,  edición,  editorial,  ciudad,  año  y página  inicial.  Para  indicar  capítulo  de  libro  se  añadirá  a lo  anterior  el 
título  del  mismo  y el  nombre  del  editor. 

El  listado  de  referencias  se  tipeará  en  hoja  separada  y a doble  espacio.  Se  recomienda  especialmente  a los  autores 
emplear  las  abreviaturas  estándar  sugeridas  por  las  propias  fuentes. 

Solo  se  admitirán  citas  de  publicaciones  válidas  y asequibles  a los  lectores  por  los  medios  normales  debiéndose 
evitar  recurrir  a informes  personales,  tesis,  monografías,  trabjos  en  prensa,  etc.,  de  circulación  restringida. 

Lo  que  sigue  son  algunos  ejemplos  de  citas  bibliográficas  en  la  lista  de  referencia: 

Publicación  periódica:  A.  M.  Sierra  y F.  S.  González,  J.  Chem.  Phys.  63  (1977)  SI 2. 

¡ábra:  R.  A..  Day.  How  to  write  and  publish  a Scientific  paper.  Second  Edition,  1SI  Press,  Philadelphia,  1983,  p 35. 

Capítulo  del  libro:  Z.  Kaszbab,  Family  Tenebrionodae  en  W Wittmer  and  Buttipcr  (Eds.)  Famina  of  Saudi 
Arabia,  Ciba-Geigy.  Basel,  1981.  p.3-15. 

Conferencia  o Simposio:  A.  Ernest,  Energy  conservation  mensures  in  Kuwait  buildings.  Proccedings  of  the  First 
Symposium  on  Thermal  Insulation  in  the  Gulf  States.  Kuwait  Institute  for  Scientific  Research,  Kuwait.  1975,  p 151. 

Se  recomienda  revisar  cuidadosamente  las  citas  en  el  texto  y la  lista  de  referencias  a los  efectos  de  evitar 
inconsistencias  y/u  omisiones. 

Pruebas:  todo  artículo  deberá  ser  revisado  en  la  forma  de  prueba  de  galera  por  el  autor  indicado  en  la  carta  de 
presentación  del  trabajo,  la  cual  se  devolverá  debidamente  corregida  a las  72  horas  de  recibida  a la  redacción  de  los 
ANALES  No  se  admitrá  en  forma  alguna  alteración  sustancial  del  texto  y en  caso  imprescindible  se  procederá  a la 
inclusión  al  final  del  trabajo  de  lo  que  correspondiera  bajo  el  título  de  “ Nota  agregada  en  la  prueba”. 
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